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K e v i n  S t r e e t ,  D u b l i n  8  
I n  c o n j u n c t i o n  w i t h  F A S  S c i e n c e  C h a l l e n g e  I n t e r n s h i p  p r o g r a m m e  a t  
B a y l o r  C o l l e g e  o f  M e d i c i n e ,  H o u s t o n ,  T e x a s  
A b s t r a c t  
T h e  o n c o g e n i c  D N A  v i r u s  S i m i a n  v i r u s  4 0  ( S V 4 0 )  w a s  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  h u m a n  
p o p u l a t i o n  a s  a n  i n a d v e r t e n t  c o n t a m i n a n t  o f  p o l i o  v a c c i n e s  t h a t  w e r e  p r e p a r e d  i n  c u l t u r e s  
o f  p r i m a r y  m o n k e y  k i d n e y  c e l l s .  I t  i s  e s t i m a t e d  t h a t ,  a s  a  r e s u l t ,  m i l l i o n s  o f  p e o p l e  
w o r l d w i d e  w e r e  e x p o s e d  t o  S V 4 0  b e t w e e n  t h e  y e a r s  1 9 5 5 - 1  9 6 3 .  R e s e a r c h  i n d i c a t e s  t h a t  
t h e  v i r u s  i s  s t i l l  p r e s e n t  i n  t h e  h u m a n  p o p u l a t i o n  t o d a y ,  b a s e d  o n  t h e  f i n d i n g  o f  
n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d i e s  a n d  v i r a l  D N A  s e q u e n c e s  i n  c h i l d r e n  a n d  a d u l t s .  
O f  c o n c e r n  i s  
t h a t  S V 4 0  h a s  a l s o  b e e n  d e t e c t e d  i n  h u m a n  t u m o u r s  i n c l u d i n g  p r i m a r y  b r a i n  c a n c e r ,  
m a l i g n a n t  m e s o t h e l i o m a ,  b o n e  t u m o u r s  a n d  s y s t e m i c  l y m p h o m a s .  R e c e n t  s t u d i e s  h a v e  
f o u n d  a  s i g n i f i c a n t  a s s o c i a t i o n  o f  S V 4 0  w i t h  c e r t a i n  t y p e s  o f  N o n - H o d g k i n ' s  L y m p h o m a  
( N H L ) .  H o w e v e r ,  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  S V 4 0  a n d  l y m p h o c y t e s  h a s  n o t  y e t  b e e n  f u l l y  
c h a r a c t e r i s e d .  I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  S V 4 0  i n f e c t i o n s  w e r e  e v a l u a t e d  i n  
h u m a n  B  a n d  T  l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s .  T h r e e  s t r a i n s  o f  S V 4 0  w e r e  c o m p a r e d :  w i l d  t y p e  
7 7 6 - 1 E  w i t h  a  s i n g l e  e n h a n c e r ,  7 7 6 - 2 E  w i t h  a  d u p l i c a t e d  e n h a n c e r  a n d  a  m i c r o  R N A  
m u t a n t  v i r u s ,  7 7 6 - 2 E - S M .  F o l l o w i n g  i n f e c t i o n ,  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  v i a b i l i t y ,  c e l l  
s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n ,  v i r a l  l a r g e  t u m o u r  a n t i g e n  ( T - a g )  e x p r e s s i o n ,  a n d  
q u a n t i f i c a t i o n  o f  v i r a l  g e n o m e s  w e r e  m e a s u r e d .  T h e  r e s u l t s  s h o w e d  i n c r e a s e d  B  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  a n d  c e l l  a c t i v a t i o n  a s  s h o w n  b y  t h e  u p r e g u l a t i o n  o f  C D 6 9 .  D o w n r e g u l a t i o n  
o f  C D 8 0 ,  a  c o - s t i t n u l a t o r y  m o l e c u l e ,  w a s  a l s o  o b s e r v e d .  T - a g  e x p r e s s i o n  w a s  d e t e c t e d  i n  
a  s m a l l  p e r c e n t a g e  o f  B  c e l l s  a n d  R Q - P C R  a n a l y s i s  s h o w e d  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  v i r a l  
g e n o m e  i n  B  c e l l s  d u r i n g  p a s s a g e  o f  t h e  c u l t u r e s .  I n  a l l ,  t h e s e  i n i t i a l  o b s e r v a t i o n s  i n d i c a t e  
t h a t  s o m e  h u m a n  B  l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s  a r e  s u s c e p t i b l e  t o  S V 4 0  i n f e c t i o n .  V i r a l  
m a i n t e n a n c e  a n d  o n c o p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  l y m p h o c y t e s  m a y  b e a r  r e l e v a n c e  t o  S V 4 0  
p e r s i s t e n c e  i n  t h e  h o s t  a n d  t h e  d e t e c t i o n  o f  t h e  v i r u s  i n  h u m a n  l y m p h o m a s .  
D e c l a r a t i o n  
I  c e r t i f y  t h a t  t h i s  t h e s i s  w h i c h  I  n o w  s u b m i t  f o r  e x a m i n a t i o n  f o r  t h e  a w a r d  o f  M . P h i l . ,  i s  
e n t i r e l y  m y  o w n  w o r k  a n d  h a s  n o t  b e e n  t a k e n  f i o m  t h e  w o r k  o f  o t h e r s ,  s a v e  a n d  t o  t h e  
e x t e n t  t h a t  s u c h  w o r k  h a s  b e e n  c i t e d  a n d  a c k n o w l e d g e d  w i t h i n  t h e  t e x t  o f  m y  w o r k .  
T h i s  t h e s i s  w a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  r e g u l a t i o n s  f o r  p o s t g r a d u a t e  s t u d y  b y  r e s e a r c h  
o f  t h e  D u b l i n  I n s t i t u t e  o f  T e c h n o l o g y  a n d  h a s  n o t  b e e n  s u b m i t t e d  i n  w h o l e  o r  i n  p a r t  f o r  
a n o t h e r  a w a r d  i n  a n y  I n s t i t u t e .  
T h e  w o r k  r e p o r t e d  o n  i n  t h i s  t h e s i s  c o n f o r m s  t o  t h e  p r i n c i p l e s  a n d  r e q u i r e m e n t s  o f  t h e  
I n s t i t u t e ' s  g u i d e l i n e s  f o r  e t h i c s  i n  r e s e a r c h .  
T h e  I n s t i t u t e  h a s  p e r m i s s i o n  t o  k e e p ,  l e n d  o r  c o p y  t h i s  t h e s i s  i n  w h o l e  o r  i n  p a r t ,  o n  
c o n d i t i o n  t h a t  a n y  s u c h  u s e  o f  t h e  m a t e r i a l  o f  t h e  t h e s i s  b e  d u l y  a c k n o w l e d g e d .  
S i g n a t u r e  D a t e  1 ' 3 , O S :  ( 0  
V  
C a n d i d a t e  
A c k n o w l e d g e m e n t s  
I  w o u l d  l i k e  t o  t h a n k  t h e  f o l l o w i n g  p e o p l e :  
T o  e v e r y o n e  i n v o l v e d  i n  t h e  F A S  S c i e n c e  C h a l l e n g e  P r o g r a m m e  -  D r .  P a u l i n e  W a r d ,  
J o h n  C a h i l l  a n d  G r a i n n e  T i m l i n  a n d  t o  t h e  p e o p l e  w h o  s u p p o r t e d  t h i s  p r o g r a m m e  -  D r .  
D e n i s  H e a d o n  a n d  D r .  A u s t i n  C o o n e y  o f  B i o l i n k  U S A  I r e l a n d  a n d  D r .  B e r t  O ' M a l l e y ,  
B a y l o r  C o l l e g e  o f  M e d i c i n e  -  f o r  p r o v i d i n g  m e  w i t h  t h e  f a n t a s t i c  o p p o r t u n i t y  t o  c o m p l e t e  
m y  p r o j e c t  i n  A m e r i c a .  
T o  D r .  J a n e t  B u t e l  f o r  a l l o w i n g  m e  t o  p a r t i c i p a t e  i n  h e r  r e s e a r c h  a n d  f o r  h e r  i n s p i r a t i o n a l  
m e n t o r s h i p  a n d  k i n d n e s s .  T h a n k  y o u  f o r  o p e n i n g  m y  e y e s  t o  t h e  f a s c i n a t i n g  w o r l d  o f  
v i r o l o g y !  T o  D r .  A d r i e n n e  M c N e e s  f o r  s u p e r v i s i n g  t h i s  p r o j e c t  -  t h a n k  y o u  f o r  y o u r  
p a t i e n c e ,  t e a c h i n g  a n d  c o n s t a n t  e n c o u r a g e m e n t  t h a t  m e a n t  s o  m u c h .  T o  a l l  o f  t h e  
w o n d e r f u l  p e o p l e  i n  t h e  B u t e l  l a b o r a t o r y  -  y o u r  k i n d n e s s  a n d  c o n s t a n t  w i l l i n g n e s s  t o  h e l p  
c r e a t e d  a  f a n t a s t i c  w o r k  e n v i r o n m e n t  a n d  m a d e  m y  t i m e  i n  y o u r  l a b o r a t o r y  t h o r o u g h l y  
e n j o y a b l e .  
T o  e v e r y o n e  i n  D I T  f o r  y o u r  g u i d a n c e  a n d  e n c o u r a g e m e n t  i n  t h e  c o m p l e t i o n  o f  t h i s  
t h e s i s ;  D r .  F e r g u s  R y a n ,  D r .  J o e  V a u g h a n ,  D r .  J a m e s  C u r t i n  a n d  i n  p a r t i c u l a r  D r .  C e l i n e  
H e r r a ,  f o r  y o u r  t i r e l e s s  e f f o r t s  a n d  d e d i c a t i o n  i n  h e l p i n g  m e  t o  p u t  t h i s  p r o j e c t  i n t o  w o r d s .  
Y o u r  t e a c h i n g  a n d  s u p p o r t  t h r o u g h o u t  t h e  p a s t  y e a r  h a s  b e e n  v e r y  m u c h  v a l u e d  a n d  
a p p r e c i a t e d !  
T o  m y  f a m i l y  a n d  f r i e n d s  f o r  t h e i r  s u p p o r t  a n d  p a t i e n c e  a n d  f m a l l y ,  t o  a l l  m y  f e l l o w  F A S  
s t u d e n t s  i n  H o u s t o n  w i t h  w h o m  I  s p e n t  t h e  b e s t  s i x  m o n t h s  o f  m y  l i f e !  
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8  3  
F l o w  c y t o m e t r i c  a n a l y s i s  o f  B J A B  m o c k  a n d  S V 4 0  7 7 6 - 2 E - S M -  
i n f e c t e d  i s o t y p e  c o n t r o l  s a m p l e s  
8  5  
C D 8 0  e x p r e s s i o n  o n  S V 4 0 - i n f e c t e d  B J A B  a n d  C E M  c e l l  l i n e s  
a t  4 , 6 ,  8  a n d  1 0  d . p . i .  
8 7  
C D 8 0  e x p r e s s i o n  o n  S V 4 0 - i n f e c t e d  B J A B  c e l l  l i n e  a t  4  d . p . i .  
8 8  
F i g u r e  3 . 6  
F i g u r e  3 . 7  
F i g u r e  3 . 8  
F i g u r e  3 . 9  
F i g u r e  3 . 1 0  
F i g u r e  3 . 1  1  
F i g u r e  3 . 1 2  
F i g u r e  3 . 1 3  
F i g u r e  3 . 1 4  
F i g u r e  3 . 1 5  
F i g u r e  3 . 1 6  
F i g u r e  3 . 1 7  
F i g u r e  3 . 1  8  
F i g u r e  3 . 1  9  
F i g u r e  3 . 2 0  
F i g u r e  3 . 2 1  
C D 8 0  e x p r e s s i o n  o n  S V 4 0 - i n f e c t e d  B J A B  c e l l  l i n e  a t  6  d . p . i .  
C D 8 0  e x p r e s s i o n  o n  S V 4 0 - i n f e c t e d  B J A B  c e l l  l i n e  a t  8  d . p . i .  
C D 8 0  e x p r e s s i o n  o n  S V 4 0 - i n f e c t e d  B J A B  c e l l s  a t  1 0  d . p . i .  
C D 8 0  e x p r e s s i o n  o n  S V 4 0 - i n f e c t e d  D G 7 5  a n d  C E M  c e l l  l i n e s  
a t  4 , 6 ,  8  a n d  1 0  d . p . i .  
C D 6 9  e x p r e s s i o n  o n  S V 4 0 - i n f e c t e d  B J A B  a n d  C E M  c e l l  l i n e s  
a t  4 , 6 ,  8  a n d  1 0  d . p . i .  
C D 6 9  e x p r e s s i o n  o n  S V 4 0 - i n f e c t e d  D G 7 5  a n d  C E M  c e l l  l i n e s  
a t  4 ,  6 ,  8  a n d  1 0  d . p . i .  
C D 8 6  e x p r e s s i o n  o n  S V 4 0 - i n f e c t e d  B J A B  a n d  C E M  c e l l  l i n e s  
a t  4 ,  6 ,  8  a n d  1 0  d . p . i .  
C D 8 6  e x p r e s s i o n  o n  S V 4 0 - i n f e c t e d  D G 7 5  a n d  C E M  c e l l  l i n e s  
a t  4 , 6 ,  8  a n d  1 0  d . p . i .  
T - a g  e x p r e s s i o n  i n  S  1  1  1 3  p o s i t i v e  c o n t r o l  c e l l  l i n e  
T - a g  e x p r e s s i o n  i n  T C 7  c e l l  l i n e  i n f e c t e d  w i t h  S V 4 0  7 7 6 - l E ,  
- 2 E  a n d  - 2 E - S M  
P e r c e n t a g e  o f  c e l l s  e x p r e s s i n g  S V 4 0  T - a g  i n  T C 7  a n d  C E M  c e l l s  
P e r c e n t a g e  o f  c e l l s  e x p r e s s i n g  S V 4 0  T - a g  i n  B  c e l l  l i n e s  
B J A B  a n d  D G 7 5  
S t a n d a r d  c u r v e  f o r  t a r g e t  g e n e  S V 4 0  T - a g  
S t a n d a r d  c u r v e  f o r  t a r g e t  g e n e  R N A s e  P  
R Q - P C R  q u a n t i f i c a t i o n  o f  S V 4 0  g e n o m e s  p e r  c e l l  i n  B J A B  a n d  
D G 7 5  c e l l  l i n e s  
R Q - P C R  q u a n t i f i c a t i o n  o f  S V 4 0  g e n o m e s  p e r  c e l l  i n  
l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s  
L i s t  o f  T a b l e s  
T a b l e  1 . 1  
T a b l e  1 . 2  
T a b l e  2 . 1  
T a b l e  2 . 2  
T a b l e  2 . 3  
T a b l e  2 . 4  
T a b l e  3 . 1  
T a b l e  3 . 2  
T a b l e  3 . 3  
T a b l e  3 . 4  
K n o w n  m e m b e r s  o f  t h e  P o l y o m a v i r i d a e  f a m i l y  
D e t e c t i o n  o f  S V 4 0  D N A  b y  P C R  i n  l y m p h o m a  s a m p l e s  
C a l c u l a t i o n s  f o r  S V 4 0  s t o c k s  u s e d  i n  o p t i m i s e d  i n f e c t i o n  
t i m e  c o u r s e  e x p e r i m e n t  
L i s t  o f  a n t i b o d i e s  u s e d  i n  a n a l y s i s  o f  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r  
e x p r e s s i o n  b y  f l o w  c y t o m e t r y  
T h r e e - c o l o u r  s u r f a c e  s t a i n i n g  o f  S V 4 0 - i n f e c t e d  l y m p h o c y t e  
c e l l  l i n e s  f o r  f l o w  c y t o m e t r i c  a n a l y s i s  
N u c l e i c  a c i d  s e q u e n c e  o f  S V 4 0  T - a g  s p e c i f i c  p r i m e r  a n d  
p r o b e s  u s e d  i n  t h e  R Q - P C R  a s s a y  
P e r c e n t a g e  o f  T  a n t i g e n  e x p r e s s i o n  i n  T C 7  a n d  l y m p h o c y t e  
c e l l  l i n e s  a s  m e a s u r e d  b y  f l o w  c y t o m e t r y  
Q u a n t i f i c a t i o n  o f  S V 4 0  7 7 6 - 1 E  T - a g  D N A  c o p i e s  n o r m a l i s e d  
t o  R N A s e P  c e l l  n u m b e r  
Q u a n t i f i c a t i o n  o f  S V 4 0  7 7 6 - 2 E  T - a g  D N A  c o p i e s  n o r m a l i s e d  
t o  R N A s e P  c e l l  n u m b e r  
Q u a n t i f i c a t i o n  o f  S V 4 0  7 7 6 - 2 E - S M  T - a g  D N A  c o p i e s  
n o r m a l i s e d  t o  R N A s e P  c e l l  n u m b e r  
A b b r e v i a t i o n s  
A P C  
A P C s  
B K V  
b p  
B S A  
C D  
C d k  
C T  
C T L  
D N A  
E B V  
F A C S  
F B S  
F I T C  
F R E T  
F S C  
G C B  
H B V  
H I V  
M T L V - 1  
H C M V  
T G  
.TCV 
K r v  
A I I o p h y w c y a n i n  
A n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l s  
B K  v i r u s  
B a s e  p a i r s  
B o v i n e  s e m  a l b u m i n  
C l u s t e r  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  
C y c l  i n  d e p e n d e n t  k i n a s e s  
T h r e s h o l d  c y c l e  
C y t o t o x i c  l y m p h o c y t e  
D e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  
E p s i e i n - B a r r  v i r u s  
F l u o r e s c e n c e  A c t i v a t e d  C e l l  S o r t i n g  
h d a l  B o v i n e  S e r u m  
F l u o r e s c e i n  i s o t h i o c y a n a t e  
F l u o r e s c e n c e  r e s o n a n c e  e n e r g y  t r a n s f e r  
F o n v a r d  s c a t t e r  
G e r m i n a l  c e n t r e  B  c e l l  
H e p a t i t i s  B  v i r u s  
I J u r n a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  
I - T u m a n  T  l y m p h o t r o p i c  v i r u s  t y p e  I  
H u m a n  C y t o m e g d o v i r u s  
T s o t y p e  C o n t r o l  
J C  v i r u s  
KT v i r u s  
K S H V  
L C L  
L P V  
M C V  
M E M  
M G B  
M H C  I  
m i n  
m i R N A  
m R N A  
M u P y V  
W Q  
N H L  
N T C  
n t  
o r i  
P B S  
P C R  
P E  
P e n - s t r e p  
P F U  
P M L  
P P 2 A  
Pyv 
K a p o s i ' s  s a r c o m a  h e r p e s v i r u s  
L y m p h o b l a s t i c  c e l l  l i n e  
L y m p h o t r o p i c  p o l y o m a v i r u s  ( & c a n  g r e e n  m o n k e y  p o l y o m a v i r u s )  
M e r k e l  c e l l  v i r u s  
M i n i m u m  e s s e n t i a l  m e d i u m  
M i n o r  g r o o v e  b i n d e r  
M a j o r  H i s t o c o m p a t i b i l i t y  C o m p l e x  c l a s s  I  
m i n u t e ( s )  
m i c r o  R N A  
m e s s e n g e r  R N A  
M w k e  p o l y o m a v i r u s  
N o n - f l u o r e s c e n t  q u e n c h e r  
N o n - H o d g k i n '  s  L y m p h o m a  
N o n - t e m p l a t e  c o n t r o l  
n a n o m e t r e s  
N u c l e o t i d e  
O r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n  
P h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  
P o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  
P h y c o e r y t h r i n  
P e n i c i l l i n - s t r e p t o m y c i n  
P l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  
P r o g r e s s i v e  m u l t i f o c a l  l e u k o e n c e p h a l o p a t h y  
P r o t e i n  p h o s p h a t a s e  2 A  























Real time quantitative BCR 
Regulatory Region 
second(s) 
Synthesis phase of cell cycle 
Serum-free medium 
Simian immunodeficiency virus 
Side scatter 
Simian virus 40 
Large tumour antigen 
Small turnour antigen 
Tris buffered saline 




World Health Organisation 
Wild-type 
WU virus 
1 . 0  I n t r o d u c t i o n  
1 .  
S i m i a n  v i r u s  4 0 :  f r o m  m o n k e y  t o  m a n  
T h e  p o l y o m a v i r u s  S i m i a n  v i r u s  4 0  ( S V 4 0 )  i s  a  m e m b e r  o f  t h e  P o l y o m a v i r i d a e ,  a  f a m i l y  
o f  s m a l l  D N A  v i r u s e s ,  w h i c h  i n c l u d e s  t h e  h u m a n  p o l y o m a v i r u s e s  B K  v i r u s  ( B K V )  a n d  
J C  v i r u s  ( J C V ) .  T h e  f a m i l y  n a m e  i s  d e r i v e d  f r o m  t h e  f i r s t  r e c o g n i s e d  m e m b e r  o f  t h e  
P o l y o m a v i r i d a e ,  m u r i n e  p o l y o m a v i r u s  ( M u P y V ) .  T h i s  M u P y V  v i r u s  w a s  o r i g i n a l l y  
d i s c o v e r e d  i n  1 9 5 3  b y  L u d w i k  G r o s s  a s  a  c a u s e  o f  s a l i v a r y  g l a n d  t u m o u r s  i n  m i c e  a n d  i t  
w a s  i n i t i a l l y  d e s i g n a t e d  ' p o l y o m a v i r u s '  f r o m  t h e  G r e e k  ' p o l y '  m e a n i n g  m a n y  a n d  ' o m a '  
m e a n i n g  t u m o u r s ,  d u e  t o  i t s  a b i l i t y  t o  i n d u c e  a  v a r i e t y  o f  s o l i d  t u m o u r s  i n  m i c e  ( G r o s s ,  
1 9 5 3 ,  S t e w a r t  e t  a l ,  1 9 5 8 ) .  
S o o n  a f t e r  t h e  d i s c o v e r y  o f  M u P y V ,  t h e  m o n k e y  p o l y o m a v i r u s  S V 4 0  w a s  r e c o g n i s e d  
w h e n  S w e e t  a n d  H i l l e m a n  o b s e r v e d  c y t o p a t h i c  e f f e c t s  a n d  v a c u o l e  f o r m a t i o n  i n  m o n k e y  
k i d n e y  c e l l  c u l t u r e s  ( S w e e t  a n d  H i l l e m a n ,  1 9 6 0 ) .  S V 4 0  d i s c o v e r y  w a s  l i n k e d  t o  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  p o l i o  v a c c i n e s  i n  t h e  1 9 5 0 s  a n d  1 9 6 0 s  a s  p o l i o v i r u s  w a s  g r o w n  i n  
p r i m a r y  k i d n e y  c e l l s  o f  r h e s u s  a n d  c y n o m o l g u s  m a c a q u e s ,  w h i c h  w e r e  o f t e n  n a t u r a l l y  
i n f e c t e d  w i t h  S V 4 0  ( S t r a t t o n  e t  a l ,  2 0 0 2 ) .  T h e  v i r u s  w a s  t h e n  i n a d v e r t e n t l y  i n t r o d u c e d  
i n t o  t h e  h u m a n  p o p u l a t i o n  t h r o u g h  a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e s e  c o n t a m i n a t e d  p o l i o v i r u s  
v a c c i n e s .  I n  t h e  y e a r s  f o l l o w i n g ,  S V 4 0  b e c a m e  k n o w n  a s  a  p o t e n t  D N A  t u m o u r  v i r u s  a n d  
a l o n g  w i t h  M u P y V ,  i t  w a s  i n t e n s e l y  s t u d i e d  d u e  t o  i t s  h u n o u r i g e n i c  c a p a b i l i t i e s  i n  a n i m a l  
m o d e l s  a n d  i n  v i t r o  e x p e r i m e n t s .  I n  t h e  p a s t  t w o  d e c a d e s ,  m o u n t i n g  e v i d e n c e  o f  t h e  
p r e s e n c e  o f  S V 4 0  i n  a  n u m b e r  o f  h u m a n  t u m o u r s  h a s  s e e n  t h i s  ' m o n k e y  v i r u s '  e m e r g e  a s  
a  p o t e n t i a l  h u m a n  p a t h o g e n ,  a  t o p i c  t h a t  i s  c o n t i n u a l l y  u n d e r  d e b a t e  ( V i l c h e z  a n d  B u t e l ,  
2 0 0 4 ) .  
1 . 2  
S V 4 0  a n d  p o l y o m a v i r u s e s :  i n f e c t i o n  i n  t h e  n a t u r a l  h o s t  
T o  d a t e ,  t h e r e  a r e  2 2  k n o w n  m e m b e r s  o f  t h e  P o l y o m a v i r i d a e ,  w h i c h  i n f e c t  a  r a n g e  o f  
s p e c i e s  i n c l u d i n g  m o n k e y s ,  r o d e n t s  a n d  b i r d s  ( T a b l e  1 . 1 ,  D a l i a n i s  e t  a l ,  2 0 0 9 ) .  
P h y l o g e n e t i c  a n a l y s i s  o f  t h e  p o l y o m a v i r u s e s  h a s  r e v e a l e d  t h r e e  g e n e t i c a l l y  d i s t i n c t  
g r o u p s :  ( i )  a v i a n  p o l y o m a v i r u s e s ,  ( i i )  m a m m a l i a n  p o l y o m a v i r u s e s  r e l a t e d  t o  M u P y V  a n d  
( i i i )  m a m m a l i a n  p o l y o m a v i r u s e s  r e l a t e d  t o  S V 4 0  ( F e n g  e t  a l ,  2 0 0 8 ) .  T h e  n a t u r a l  h o s t  o f  
S V 4 0  i s  t h e  R h e s u s  m a c a q u e  ( m a c a c a  m u l a t t a ) ,  b u t  s e v e r a l  r e l a t e d  s p e c i e s  o f  m o n k e y  a r e  
a l s o  c a p a b l e  o f  b e i n g  i n f e c t e d  ( B u t e l  a n d  L e d n i c k y ,  1 9 9 9 ) .  S V 4 0  t r a n s m i s s i o n  i n  t h e  
m o n k e y  i s  t h o u g h t  t o  b e  b y  v i r a l  s h e d d i n g  i n  t h e  u r i n e ,  w i t h  h o s t  i n f e c t i o n  o c c u r r i n g  b y  
t h e  o r a l ,  r e s p i r a t o r y  a n d  s u b c u t a n e o u s  r o u t e s .  I n  h e a l t h y  m o n k e y s ,  S V 4 0  a p p e a r s  t o  c a u s e  
a  l o w  l e v e l  p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n  i n  t h e  k i d n e y ,  i n d i c a t i n g  t h a t  S V 4 0  i s  a  n e p h r o t r o p i c  v i r u s  
( B u t e l  a n d  L e d n i c k y ,  1 9 9 9 ) .  I n  i r n r n u n o c o m p r o m i s e d  m o n k e y s  w i t h  S i m i a n  
I m m u n o d e f i c i e n c y  V i r u s  ( S I V ) ,  S V 4 0  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  w i d e s p r e a d  i n f e c t i o n ,  w i t h  t h e  
v i r u s  b e i n g  d e t e c t e d  i n  t h e  b r a i n ,  l u n g ,  k i d n e y ,  l y m p h  n o d e ,  s p l e e n  a n d  p e r i p h e r a l  b l o o d ,  
s u g g e s t i n g  S V 4 0  m a y  a l s o  h a v e  n e u r o t r o p i c  a n d  l y m p h o t r o p i c  p r o p e r t i e s  ( N e w r n a n  e t  a l ,  
1 9 9 8 ;  L e d n i c k y  e t  a l ,  1 9 9 8 ) .  
P o l y o m a v i r u s e s  a r e  a l s o  p r e s e n t  i n  t h e  h u m a n  h o s t .  B K  v i r u s  ( B K V )  a n d  J C  v i r u s  ( J C V )  
a r e  e x c l u s i v e  h u m a n  p a t h o g e n s  a n d  w e r e  b o t h  d i s c o v e r e d  i n  1 9 7 1  ( G a r d n e r  e t  a l ,  1 9 7 1 ;  
P a d g e t t  e t  a l ,  1 9 7 1 ) .  B K V  a n d  J C V  i n f e c t i o n  i s  w i d e s p r e a d  i n  h u m a n s  a n d  u s u a l l y  o c c u r s  
i n  c h i l d h o o d .  S e r o p o s i t i v i t y  f o r  B K V  r e a c h e s  9 0 %  i n  c h i l d r e n  a g e d  f i v e  t o  n i n e ,  w i t h  
J C V  s e r o p o s i t i v i t y  a t  5 0  t o  6 0 %  b y  t h e  a g e  o f  t e n  ( J i a n g  e t  a l ,  2 0 0 9 ) .  B K V  i n f e c t i o n  
u s u a l l y  o c c u r s  a t  a n  e a r l i e r  a g e  t h a n  J C V  ( I m p e r i a l e ,  2 0 0 1 ) .  
Table 1.1: Known members of the Polyomaviridae family 
Virus 
Murine polyomavirus 











Baboon polyomavirus type 2 
Cynomolgus polyomavirus 











Monkey (rhesus macaque) 

















Monkey (squirrel monkey) 
Human 























Table adapted fiom Dalianis et al, 2009 
B o t h  o f  t h e s e  v i r u s e s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  t o n s i l l a r  t i s s u e  ( G o u d s m i t  e t  a l ,  1 9 8 2 ;  M o n a c o  
e t  a l ,  1 9 9 6 ) ,  f i o m  w h e r e  t h e  v i r u s e s  a r e  t h o u g h t  t o  d i s s e m i n a t e  a n d  e s t a b l i s h  a n  
a s y m p t o m a t i c  p r i m a r y  i n f e c t i o n  i n  c h i l d h o o d ,  n o r m a l l y  l e a d i n g  t o  l i f e l o n g  p e r s i s t e n c e  
( I m p e r i a l e ,  2 0 0 1 ) .  T h e  m a j o r  s i t e s  o f  p e r s i s t e n c e  f o r  h u m a n  p o l y o m a v i r u s e s  a r e  t h e  
k i d n e y ,  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  a n d  t h e  h a e m a t o p o i e t i c  s y s t e m  ( K r u m b h o l z  e t  a l ,  
2 0 0 9 ) .  B K V  w a s  f u s t  i s o l a t e d  f r o m  t h e  u r i n e  o f  a  r e n a l  t r a n s p l a n t  p a t i e n t  w i t h  u r e t e r i c  
s t e n o s i s  ( P a d g e t t  e t  a l ,  1 9 7 1 ) .  A l t h o u g h  t h e  v i r u s  i s  u b i q u i t o u s ,  i t  d o e s  n o t  c a u s e  d i s e a s e  
i n  t h e  h e a l t h y  h o s t ,  b u t  c a n  p r o d u c e  p a t h o l o g i c a l  e f f e c t s  i n  i m m u n o c o m p r o m i s e d  
i n d i v i d u a l s  s u c h  a s  r e n a l  t r a n s p l a n t  r e c i p i e n t s ,  i n  w h o m  i t  c a n  a f f e c t  a s  m a n y  a s  f i v e  p e r  
c e n t  ( R a n d h a w a  a n d  D e m e t r i s ,  2 0 0 0 ;  H i r s c h  e t  a l ,  2 0 0 2 ) .  J C V  w a s  f i r s t  i s o l a t e d  f i o m  t h e  
b r a i n  t i s s u e  o f  a  p a t i e n t  w i t h  p r o g r e s s i v e  m u l t i f o c a l  l e u k o e n c e p h a l o p a t h y  ( P M L )  
( G a r d n e r  e t  a l ,  1 9 7 1 ) ,  a  d e m y e l i n a t i n g  d i s e a s e  o f  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  c a u s e d  b y  a  
l y t i c  i n f e c t i o n  o f  o l i g o d e n d r o c y t e s  ( I m p e r i a l e ,  2 0 0 1 ) .  S i m i l a r  t o  B K V ,  J C V  i s  a l s o  
a s s o c i a t e d  w i t h  d i s e a s e  i n  t h e  i m m u n o c o m p r o m i s e d  h o s t ,  w i t h  P M L  u s u a l l y  o n l y  
d e v e l o p i n g  i n  i n d i v i d u a l s  w i t h  a  s e v e r e l y  c o m p r o m i s e d  i m m u n e  s y s t e m .  P M L  w a s  r a r e  
b e f o r e  t h e  e m e r g e n c e  o f  H u m a n  I m m u n o d e f i c i e n c y  V i r u s  ( H N )  b u t  t h i s  d i s e a s e  n o w  
a f f e c t s  a b o u t  f i v e  p e r  c e n t  o f  H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s  a n d  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  a n  A c q u i r e d  
I m m u n o d e f i c i e n c y  S y n d r o m e - d e f i n i n g  d i s e a s e  ( B e r g e r ,  2 0 0 3 ) .  
I n  t h e  p a s t  t h r e e  y e a r s ,  t h r e e  n e w  h u m a n  p o l y o m a v i r u s e s  h a v e  b e e n  d i s c o v e r e d ;  K I  v i r u s  
( K I V ) ,  W U  v i r u s  ( W U V )  a n d  M e r k e l  c e l l  v i r u s  ( M C V ) .  T h e  n o v e l  p o l y o m a v i r u s e s  K N  
a n d  W U V  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  r e s p i r a t o r y  f l u i d s  i n  i n d i v i d u a l s  w i t h  r e s p i r a t o r y  i n f e c t i o n  
( A l l a n d e r  e t  a l ,  2 0 0 7 ;  G a y n o r  e t  a l ,  2 0 0 7 )  w h i l s t  M C V  h a s  b e e n  f o u n d  a s s o c i a t e d  w i t h  
M e r k e l  C e l l  C a r c i n o m a ,  a  r a r e  b u t  a g g r e s s i v e  h u m a n  c a n c e r  o f  n e u r o e n d o c r i n e  o r i g i n  
( F e n g  e t  a l ,  2 0 0 8 ) .  P h y l o g e n e t i c a l l y ,  M C V  i s  t h e  o n l y  h u m a n  p o l y o m a v i r u s  t h a t  d o e s  n o t  
b e l o n g  t o  t h e  S V 4 0  s u b g r o u p  ( F i g u r e  1 . 1 ) .  T h i s  m o s t  r e c e n t l y  d i s c o v e r e d  m e m b e r  o f  t h e  
P o l y o m a v i r i d a e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  h a v e  t h e  h i g h e s t  h o m o l o g y  t o  t h e  m o u s e  
p o l y o m a v i r u s  s u b g r o u p  a n d  i s  m o s t  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  t h e  l y r n p h o t r o p i c  p o l y o m a v i r u s  
( L P V ,  A f k i c a n  g r e e n  m o n k e y  p o l y o m a v i r u s ) ,  p r e s u m e d  t o  b e  o f  s i m i a n  o r i g i n .  W h i l e  t h e  
p o l y o m a v i r u s e s  a r e  t h o u g h t  t o  b e  h i g h l y  s p e c i e s - s p e c i f i c  a n d  a r e  b e l i e v e d  t o  e v o l v e  i n  
c l o s e  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e i r  h o s t ,  t h e  c l o s e  e v o l u t i o n a r y  r e l a t i o n s h i p  o f  M C V  t o  L P V  a n d  
S V 4 0  t o  B K V  a n d  J C V  c a l l s  t h i s  c o n c e p t  i n t o  q u e s t i o n  a n d  m a y  i n d i c a t e  t h e  p o s s i b i l i t y  
t h a t  h o s t  s w i t c h i n g  c a n  o c c u r  ( V i s c i d i  a n d  S h a h ,  2 0 0 8 ) .  
T h e  e m e r g i n g  r o l e  o f  t h e  p o l y o m a v i r u s e s  a s  o p p o r t u n i s t i c  p a t h o g e n s  i n  t h e  e v e r -  
i n c r e a s i n g  i m m u n o c o m p r o m i s e d  p a t i e n t  p o p u l a t i o n  a n d  t h e  r e c e n t  d i s c o v e r y  o f  n e w  
p o l y o m a v i r u s e s  h a s  r e - i g n i t e d  i n t e r e s t  i n  t h i s  f a m i l y ,  w i t h  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  m o r e  n e w  
v i r u s e s  y e t  t o  b e  d i s c o v e r e d .  
1 . 3  
S V 4 0 :  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  h u m a n  h o s t  
T h e  n a t u r a l  h o s t  o f  S V 4 0  i s  t h e  R h e s u s  m a c a q u e .  I t s  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  h u m a n  h o s t  
d a t e s  b a c k  t o  t h e  1 9 5 0 s  a n d  1 9 6 0 s  w h e n  S V 4 0  c o n t a m i n a t i o n  o f  p o l i o  v a c c i n e s  o c c u r r e d  
d u e  t o  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  v i r u s  t o  s u r v i v e  t h e  f o r m a l i n  t r e a t m e n t  u s e d  t o  i n a c t i v a t e  t h e  
p o l i o v i r u s .  I t  w a s  n o t  u n t i l  f i v e  y e a r s  a f t e r  t h e  p o l i o  v a c c i n e  w a s  l i c e n s e d  t h a t  i t  w a s  
r e c o g n i s e d  t h a t  i n a c t i v a t e d  ( S a l k )  a n d  e a r l y  l i v e  a t t e n u a t e d  ( S a b i n )  f o r m s  o f  p o l i o  
v a c c i n e s  h a d  b e e n  c o n t a m i n a t e d  w i t h  S V 4 0  ( S h a h ,  2 0 0 7 ) .  A s  a  r e s u l t  o f  t h i s  
c o n t a m i n a t i o n ,  i t  w a s  e s t i m a t e d  t h a t  9 8  m i l l i o n  a d u l t s  a n d  c h i l d r e n ,  m o s t  o f  w h o m  w e r e  
u n d e r  2 0  y e a r s  o l d ,  w e r e  e x p o s e d  t o  S V 4 0  i n  t h e  U S  b e t w e e n  t h e  y e a r s  o f  1 9 5 5 - 1 9 6 3  
f o l l o w i n g  a d m i n i s t r a t i o n  o f  o n e  o r  m o r e  d o s e s  o f  t h e  i n a c t i v a t e d  S a l k  p o l i o  v a c c i n e  
( S t r a t t o n  e t  a1 2 0 0 2 ) .  W h e n  s t o r e d  s t o c k s  o f  p o l i o  v a c c i n e  w e r e  l a t e r  t e s t e d  f o r  S V 4 0 ,  i t  
-  
-  
M o u s e  p n e u m o t r o p i c  P y V  
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i  S i m i a n  v i r u s  4 0  i  
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F i g u r e  1 . 1 :  E v o l u t i o n a r y  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  P o l y o m a v i r i d a e  
A  s c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  e v o l u t i o n a r y  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  t h e  a n i m a l  a n d  m a m m a l i a n  
p o l y o m a v i r u s e s ,  i n c l u d i n g  S i m i a n  v i r u s  4 0  ( S V 4 0 )  h i g h l i g h t e d  i n  r e d ,  a n d  B K  P y V ,  J C  P y V ,  a n d  t h e  
n e w l y  d i s c o v e r e d  K I  P y V ,  W U  P y V  a n d  M e r k e l  c e l l  P y V ,  w h i c h  i n f e c t  h u m a n s .  
P y V ;  p o l y o m a v i r u s  
F i g u r e  a d a p t e d  f i o m  V i s c i d i  a n d  S h a h ,  2 0 0 8  
w a s  e s t i m a t e d  t h a t  t h e  v i r u s  w a s  p r e s e n t  i n  1 0 - 3 0 %  o f  t h e  v a c c i n e s  ( S t r a t t o n  e t  a l ,  2 0 0 2 ) .  
S i n c e  t h e s e  v a c c i n e s  w e r e  d i s t r i b u t e d  a n d  u s e d  i n  o t h e r  c o u n t r i e s ,  m i l l i o n s  o f  p e o p l e  
w o r l d w i d e  w e r e  a l s o  p o t e n t i a l l y  e x p o s e d  ( V i l c h e z  a n d  B u t e l ,  2 0 0 3 ~ ) .  F u r t h e r m o r e ,  i t  i s  
t h o u g h t  t h a t  a  m a j o r  E a s t e r n  E u r o p e a n  m a n u f a c t u r e r  d i s t r i b u t e d  S V 4 0 - c o n t a m i n a t e d  
v a c c i n e s  u n t i l  a s  r e c e n t l y  a s  1 9 7 8  ( C u t r o n e  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  
O n c e  d i s c o v e r e d ,  S V 4 0 - v a c c i n e  c o n t a m i n a t i o n  r a i s e d  c o n c e r n s  a n d  p r o m p t e d  r e s e a r c h  
i n t o  t h e  p o t e n t i a l  r i s k  t o  h u m a n  h e a l t h .  N o t  l o n g  a f t e r  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  S V 4 0  a s  a  
p o l i o  v a c c i n e  c o n t a m i n a n t ,  S V 4 0  w a s  f o u n d  t o  i n d u c e  t u m o u r s  i n  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l  
m o d e l s  i n  s t u d i e s  u s i n g  h a m s t e r s .  I t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  s u b c u t a n e o u s  i n j e c t i o n  o f  r h e s u s  
m o n k e y  k i d n e y  c e l l  e x t r a c t s  i n t o  n e w b o r n  h a m s t e r s  l e d  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  s a r c o m a s  a t  
t h e  s i t e  o f  i n o c u l a t i o n  ( E d d y  e t  a l ,  1 9 6 1 ) .  L a t e r ,  i n t r a c r a n i a l  i n j e c t i o n  o f  S V 4 0  i n t o  
h a m s t e r s  w a s  s h o w n  t o  i n d u c e  e p e n d y m o m a s ,  a  t y p e  o f  b r a i n  c a n c e r  ( K i r s c h s t e i n  a n d  
G e r b e r ,  1 9 6 2 ) .  T h e  S y r i a n  g o l d e n  h a m s t e r  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  a s  a n  a n i m a l  m o d e l  f o r  
S V 4 0 - i n d u c e d  t u m o u r s  w i t h  p r i m a r y  b r a i n  c a n c e r s ,  m a l i g n a n t  m e s o t h e l i o m a s  ( C i c a l a  e t  
a l ,  1 9 9 3 ) ,  b o n e  t u m o u r s  ( D i a m a n d o p o u l o s ,  1 9 7 3 )  a n d  s y s t e m i c  l y m p h o m a s  
( D i a m a n d o p o u l o s ,  1 9 7 2 ) ,  d e v e l o p i n g  i n  a  m a n n e r  d e p e n d i n g  o n  r o u t e  o f  S V 4 0  
i n o c u l a t i o n .  
T h e  h u m a n  i m m u n e  r e s p o n s e  t o  S V 4 0  a n d  s u s c e p t i b i l i t y  t o  t u r n o u r  f o r m a t i o n  h a s  n o t  
b e e n  w e l l  c h a r a c t e r i s e d .  I t  w a s  f i r s t  n o t e d  t h a t  s o m e  i n d i v i d u a l s  d e v e l o p e d  a n t i b o d i e s  
a g a i n s t  S V 4 0  f o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  c o n t a m i n a t e d  v a c c i n e s  ( S w e e t  a n d  H i l l e m a n ,  1 9 6 0 ) .  
I n  o n e  s t u d y ,  a d u l t  v o l u n t e e r s  g i v e n  S V 4 0 - c o n t a m i n a t e d  i n t r a n a s a l  r e s p i r a t o r y  s y n c y t i a l  
v i r u s  s t o c k s ,  d e v e l o p e d  s u b - c l i n i c a l  S V 4 0  i n f e c t i o n  ( M o r r i s  e t  a l ,  1 9 6 1 ) .  F u r t h e r m o r e ,  
c h i l d r e n  w h o  r e c e i v e d  t h e  o r a l  p o l i o  v a c c i n e s  e x c r e t e d  S V 4 0  i n  t h e i r  s t o o l s  f o r  a t  l e a s t  
f i v e  w e e k s  f o l l o w i n g  v a c c i n a t i o n  ( M e l n i c k  a n d  S t i n b a u g h ,  1 9 6 2 ) .  
T h e s e  f i n d i n g s  
c o n f i r m e d  t h a t  S V 4 0  m a y  r e p l i c a t e  i n  h u m a n s  a n d  r a i s e d  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  S V 4 0  c o u l d  
b e  t r a n s m i t t e d  t h r o u g h  t h e  f a e c a l - o r a l  r o u t e  ( C a r b o n e  e t  a l ,  1 9 9 7 ) .  
S i g n i f i c a n t l y ,  f o l l o w i n g  o n  f r o m  l a b o r a t o r y  e x p e r i m e n t s  u s i n g  h a m s t e r s ,  S V 4 0  w a s  
s h o w n  t o  t r a n s f o r m  m a n y  h u m a n  c e l l  t y p e s  i n  c u l t u r e  ( S c h e i n  a n d  E n d e r s ,  1 9 6 2 ) .  I n  
1 9 6 4 ,  a n  i n t e r e s t i n g  a l b e i t  u n e t h i c a l  s t u d y  b y  J e n s e n  e t  a 1  d e m o n s t r a t e d  t h a t  S V 4 0 -  
t r a n s f o r m e d  h u m a n  c e l l s  w e r e  a b l e  t o  p r o d u c e  s u b c u t a n e o u s  t u r n o u r s  w h e n  i n j e c t e d  i n t o  
h u m a n  v o l u n t e e r s  ( J e n s e n  e t  a l ,  1 9 6 4 ) .  T h e s e  S V 4 0  t r a n s f o r m e d  h u m a n  c e l l s  g r e w  a s  
s u b c u t a n e o u s  n o d u l e s  f o r  t w o  w e e k s  a n d  t h e n  r e g r e s s e d ,  p o s s i b l y  b e c a u s e  o f  a n  i m m u n e  
r e s p o n s e .  
D e s p i t e  t h e s e  i n i t i a l  d a t a  i n d i c a t i n g  t h e  p o s s i b l e  r o l e  o f  S V 4 0  i n  h u m a n  i n f e c t i o n s  a n d  
t r a n s f o r m a t i o n ,  f o l l o w - u p  e p i d e m i o l o g i c a l  s t u d i e s  o n  t h e  e x p o s e d  p o p u l a t i o n  p r o v e d  
d i f f i c u l t .  T h e  r e q u i r e m e n t  t o  m o n i t o r  t h e  v a c c i n a t i o n  o v e r  a  l o n g  p e r i o d  o f  t i m e  w a s  
f u r t h e r  c o m p l i c a t e d  b y  i n c o m p l e t e  d e t a i l s  o n  t h e  r e c i p i e n t s  a n d  d o s a g e  r e c e i v e d .  M a n y  o f  
t h e s e  f o l l o w - u p  s t u d i e s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  d i s c o n t i n u e d  d u e  t o  t h e  l a c k  o f  i m m e d i a t e  s i d e  
e f f e c t s  i n  v a c c i n a t e d  i n d i v i d u a l s  o b s e r v e d  i n  t h e  y e a r s  t h a t  f o l l o w e d  a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  
p o l i o  v a c c i n e .  
N e v e r t h e l e s s ,  t h e s e  e a r l y  s t u d i e s  o f  S V 4 0 - m e d i a t e d  t u m o u r  i n d u c t i o n  i n  a n i m a l  m o d e l s  
i n d i c a t e d  t h a t  S V 4 0  w a s  a  p o t e n t  c a n c e r - c a u s i n g  v i r u s  a n d  f u e l l e d  c o n c e r n s  a b o u t  t h e  
e x p o s u r e  o f  t h e  h u m a n  p o p u l a t i o n  t o  t h e  S V 4 0  i n  c o n t a m i n a t e d  p o l i o  v a c c i n e s .  S V 4 0  h a s  
s i n c e  b e e n  d e t e c t e d  i n  v a r i o u s  h u m a n  t i s s u e s ,  b o t h  n o r m a l  a n d  m a l i g n a n t  ( V i l c h e z  a n d  
B u t e l ,  2 0 0 4 ) .  I n  m o r e  r e c e n t  s t u d i e s ,  e v i d e n c e  o f  S V 4 0  e x p o s u r e  h a s  b e e n  f o u n d  i n  
p e o p l e  b o r n  i n  t h e  y e a r s  f o l l o w i n g  t h e  u s e  o f  c o n t a m i n a t e d  v a c c i n e s ,  i n c l u d i n g  c h i l d r e n ,  
s u g g e s t i n g  t h a t  S V 4 0  i s  b e i n g  t r a n s m i t t e d  i n  t h e  p o p u l a t i o n  t o  t h i s  d a y  ( B u t e l  e t  a l ,  1 9 9 9 ) .  
T h e  r o u t e  o f  S V 4 0  t r a n s m i s s i o n  i n  h u m a n s  i s  s t i l l  l a r g e l y  u n k n o w n .  A l t h o u g h  s e r o l o g i c a l  
s t u d i e s  h a v e  y e t  t o  p r o v i d e  c o m p r e h e n s i v e  S V 4 0  s e r o p r e v a l e n c e  d a t a ,  s e r o p o s i t i v i t y  r a t e s  
a p p e a r  t o  b e  l o w  w i t h  U S  s t u d i e s  e s t i m a t i n g  r a t e s  o f  b e t w e e n  2  a n d  2 0 %  o f  t h e  p o p u l a t i o n  
( V i l c h e z  a n d  B u t e l ,  2 0 0 4 ,  F i g u r e  1 . 2 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  l o w  S V 4 0  s e r o p o s i t i v i t y ,  t h e  S V 4 0  
a n t i b o d y  t i t r e  i n  h u m a n s  i s  a l s o  l o w  c o m p a r e d  t o  t h e  h i g h  a n t i b o d y  t i t r e  o b s e r v e d  i n  t h e  
n a t u r a l  m o n k e y  h o s t  ( M i n o r  e t  a l ,  2 0 0 3 ) .  I t  i s  t h o u g h t  t h a t  t h e  l o w  a n t i b o d y  t i t r e  o b s e r v e d  
i n  h u m a n s  c o u l d  b e  d u e  t o  l i m i t e d  v i r a l  r e p l i c a t i o n  i n  t h e  h u m a n  h o s t  o r  f a i l u r e  o f  t h e  
h u m a n  i m m u n e  s y s t e m  t o  r e c o g n i s e  a n d  r e s p o n d  r o b u s t l y  t o  S V 4 0  i n f e c t i o n  ( V i l c h e z  a n d  
B u t e l ,  2 0 0 3  b ) .  
C u r r e n t l y ,  t h e  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  S V 4 0  a n d  h u m a n  c a n c e r  r e m a i n s  c o n t r o v e r s i a l .  
T h e  
d i s c o v e r y  o f  t h e  n e w  h u m a n  p o l y o m a v i r u s ,  M C V ,  i n t e g r a t e d  i n t o  m e r k e l  c e l l  t u r n o u r s ,  
a n d  t h e  c o n t i n u i n g  s t u d i e s  o n  t h e  c a n c e r  a s s o c i a t i o n  o f  B K V  a n d  J C V ,  a d d s  w e i g h t  t o  t h e  
a s s o c i a t i o n  o f  t h i s  f a m i l y  o f  v i r u s e s  w i t h  h u m a n  c a n c e r .  

1 . 4  S V 4 0  s t r u c t u r e  a n d  g e n o m e  
P o l y o m a v i r u s e s  h a v e  a  s m a l l  v i r i o n  s i z e ,  w i t h  a  d i a m e t e r  o f  4 0 - 4 5 n m .  
T h e y  a r e  n o n -  
e n v e l o p e d  v i r u s e s  w i t h  a n  i c o s a h e d r a l  c a p s i d  c o m p o s e d  o f  7 2  p e n t a m e r i c  c a p s o m e r s .  O n  
a  g e n o m i c  l e v e l  S V 4 0  i s  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  B K V  a n d  J C V ,  s h a r i n g  a p p r o x i m a t e l y  7 0 %  
h o m o l o g y  ( V i l c h e z  a n d  B u t e l ,  2 0 0 4 ) .  
A l t h o u g h  t h e s e  t h r e e  v i r u s e s  a r e  c l o s e l y  r e l a t e d  
t h e y  c a n  b e  d i s t i n g u i s h e d  a t  t h e  D N A  a n d  p r o t e i n  l e v e l s  a n d  a l s o  s e r o l o g i c a l l y  b y  
n e u t r a l i s a t i o n  a n d  h a e m a g g l u t i n a t i o n  i n h i b i t i o n  a s s a y s  ( B u t e l  a n d  L e d n i c k y ,  1 9 9 9 ) .  T h e  
g e n o m i c  o r g a n i s a t i o n  o f  S V 4 0 ,  B K V  a n d  J C V  i s  c o n s e r v e d  w i t h  t h e  g e n o m e s  d i v i d e d  
i n t o  t h r e e  f b n c t i o n a l  d o m a i n s :  t h e  e a r l y  r e g i o n ,  t h e  l a t e  r e g i o n ,  a n d  t h e  r e g u l a t o r y  r e g i o n .  
T h e  e a r l y  g e n e s  a r e  t r a n s c r i b e d  f r o m  o n e  s t r a n d  o f  t h e  g e n o m e  a n d  t h e  l a t e  g e n e s  a r e  
t r a n s c r i b e d  i n  t h e  o p p o s i t e  d i r e c t i o n  f r o m  t h e  c o m p l e m e n t a r y  s t r a n d  ( I m p e r i a l e ,  2 0 0 1 ) .  
T h e  S V 4 0  g e n o m e  c o n s i s t s  o f  a  s i n g l e  c o p y  o f  c i r c u l a r  s u p e r h e l i c a l  d o u b l e  s t r a n d e d  D N A  
o f  5 , 2 4 3 b p  i n  l e n g t h  i n  t h e  r e f e r e n c e  s t r a i n  S V 4 0 - 7 7 6 ,  w i t h  s l i g h t  n u c l e o t i d e  v a r i a t i o n s  i n  
o t h e r  s t r a i n s  ( B u t e l  a n d  L e d n i c k y ,  1 9 9 9 ) .  M o s t  o f  t h e  S V 4 0  g e n o m e  i s  c o n s e r v e d  a m o n g  
i s o l a t e s .  T h e r e  i s  o n l y  o n e  k n o w n  s e r o t y p e  o f  S V 4 0  b u t  d i f f e r e n t  s t r a i n s  e x i s t  b a s e d  o n  
v a r i a t i o n  i n  t h e  C  t e r m i n u s  o f  t h e  l a r g e  t u m o u r  a n t i g e n ,  T - a g  ( S t e w a r t  e t  a l ,  1 9 9 8 ) .  
V a r i a n t s  a r e  d e r i v e d  f r o m  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  r e g u l a t o r y  r e g i o n  ( L e d n i c l q  a n d  B u t e l ,  
1 9 9 7 ) .  T h e  S V 4 0  e a r l y  r e g i o n  c o d e s  f o r  l a r g e  T - a g ,  s m a l l  t - a g  a n d  1 7 k T  a n t i g e n ,  r e f e r r e d  
t o  a s  t u m o u r  ( T )  a n t i g e n s .  T h e  l a t e  r e g i o n  e n c o d e s  t h e  s t r u c t u r a l  p r o t e i n s  V P 1 ,  V P 2  a n d  
V P 3  a n d  a  s m a l l  r e g u l a t o r y  p r o t e i n  c a l l e d  a g n o p r o t e i n ,  s o m e t i m e s  r e f e r r e d  t o  a s  V P x  
( F i g u r e  1 . 3 ) .  
F i g u r e  1 . 3 :  S i m i a n  v i r u s  4 0  ( S V 4 0 )  g e n o m e  o r g a n i s a t i o n  
S i m i a n  v i r u s  4 0  ( S V 4 0 )  g e n o m e  o r g a n i z a t i o n  s h o w i n g  t h e  l a r g e  T  a n t i g e n  ( T - a g ) ,  s m a l I  t  a n t i g e n  ( t - a g )  
a n d  t i n y  T  a n t i g e n  ( 1  7 k T )  i n  t h e  e a r l y  r e g i o n .  I n  t h e  l a t e  r e g i o n  o f  t h e  v i r a l  g e n o m e ,  t h e  c a p s i d  p r o t e i n s  
V P l ,  V P 2  a n d  V P 3  a r e  s h o w n  a l o n g  w i t h  t h e  r e g u l a t o r y  p r o t e i n ,  a g n o p r o t e i n  ( a g n o ) .  T h e  e a r l y  ( P E )  
a n d  l a t e  ( P L )  p r o m o t e r s  a n d  t h e  o r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n  ( o r i )  i n  t h e  r e g u l a t o r y  r e g i o n  a r e  a l s o  r e p r e s e n t e d .  
F i g u r e  t a k e n  f i o m  P o u l i n  a n d  D e C a p r i o ,  2 0 0 6  
1 . 4 . 1  S V 4 0  e a r l y  g e n o m e  r e g i o n :  
L a r g e  T - a n t i g e n  ( T - a &  
T h e  l a r g e  t u m o u r  a n t i g e n  ( T - a g )  o f  S V 4 0  i s  a  7 0 8  a m i n o  a c i d  p r o t e i n  t h a t  h a s  m a n y  
f u n c t i o n s .  I t  i s  t h e  m a j o r  t r a n s f o r m i n g  p r o t e i n  o f  t h e  v i r u s .  T - a g  i s  r e q u i r e d  f o r  i n i t i a t i o n  
o f  v i r a l  D N A  s y n t h e s i s  a n d  s t i m u l a t e s  h o s t  c e l l s  t o  e n t e r  S  p h a s e .  T h e  o n c o g e n i c  c a p a c i t y  
o f  S V 4 0  s t e m s  l a r g e l y  f i o m  t h e  a b i l i t y  o f  t h i s  o n c o p r o t e i n  t o  b i n d  t o  a n d  i n a c t i v a t e  t h e  
c e l l u l a r  t u m o u r  s u p p r e s s o r  p r o t e i n s  p 5 3  a n d  p R b  i n v o l v e d  i n  c e l l  c y c l e  c o n t r o l  ( V i l c h e z  
a n d  B u t e l ,  2 0 0 3 a ) .  T - a g  p r o t e i n  i s  f o u n d  p r e d o m i n a n t l y  i n  t h e  n u c l e i  o f  S V 4 0 - i n f e c t e d  
a n d / o r  t r a n s f o r m e d  c e l l s  ( C a r b o n e  e t  a l ,  1 9 9 7 ) .  
S m a l l  t - a g  
S m a l l  t - a g ,  a  1 7 4  a m i n o  a c i d  p r o t e i n  i s  a n  e a r l y  g e n e  p r o d u c t  t h a t  m o d u l a t e s  c e l l  
t r a n s f o r m a t i o n  t h r o u g h  i t s  n e g a t i v e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  p h o s p h a t a s e  2 A  ( P P 2 A )  
f a m i l y  o f  s e r i n e - t h r e o n i n e  p h o s p h a t a s e s  ( A h u j a  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  P P 2 A  h a s  b e e n  i m p l i c a t e d  
i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  n u m e r o u s  s i g n a l l i n g  p a t h w a y s  ( K r u r n b h o l z  e t  a l ,  2 0 0 9 ) .  
1 7 k T  
1 7 k T  i s  r e f e r r e d  t o  a s  t i n y  T  a n t i g e n  o r  T ' .  T h e  r o l e  o f  t h i s  p r o t e i n  i n  S V 4 0  i n f e c t i o n  a n d  
t r a n s f o r m a t i o n  h a s  y e t  t o  b e  c h a r a c t e r i s e d  ( S a e n z - R o b l e s  e t  a l ,  2 0 0 1 ) .  
1 . 4 . 2  S V 4 0  l a t e  g e n o m e  r e g i o n :  
V P l ,  V P 2 ,  V P 3  
V P 1  i s  t h e  m a j o r  c a p s i d  p r o t e i n  f o r m i n g  t h e  p e n t a m e r i c  c a p s o m e r s  t h a t  m a k e  u p  t h e  
s u r f a c e  o f  t h e  v i r u s  p a r t i c l e  ( B u t e l  a n d  L e d n i c k y ,  1 9 9 9 ) .  V P 2  a n d  V P 3  a r e  t h e  m i n o r  
c a p s i d  p r o t e i n s .  T h e s e  t h r e e  s t r u c t u r a l  p r o t e i n s  a r e  t h e  o n l y  v i r u s - e n c o d e d  p r o t e i n s  f o u n d  
i n  m a t u r e  v i r i o n s  ( S a e n z - R o b l e s  e t  a l ,  2 0 0 1 ) .  
V P 4  
V P 4  i s  a  r e c e n t l y  d e s c r i b e d  p r o t e i n  a n d  i t s  e x p r e s s i o n  i s  t h o u g h t  t o  c o i n c i d e  w i t h  v i r a l  
l y s i s .  V P 4  e x p r e s s i o n  i s  t h o u g h t  t o  r e p r e s e n t  a  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  S V 4 0  r e g u l a t e s  i t s  
l i f e  c y c l e  t o  e n a b l e  o p t i m a l  s p r e a d i n g  o f  t h e  v i r u s  ( D a n i e l s  e t  a l ,  2 0 0 7 ) .  
A g n o p r o t e i n  
A g n o p r o t e i n  i s  a  r e g u l a t o r y  p r o t e i n  t h o u g h t  t o  f u n c t i o n  i n  v i r i o n  a s s e m b l y  a n d  e x i t  f r o m  
i n f e c t e d  c e l l s  ( S a e n z - R o b l e s  e t  a l ,  2 0 0 1 ) ,  f a c i l i t a t i n g  v i r a l  s p r e a d i n g  ( K r u r n b h o l z  e t  a l ,  
2 0 0 9 ) .  L i k e  V P 4 ,  i t  i s  p r o d u c e d  l a t e  i n  i n f e c t i o n  a n d  i s  n o t  i n c o r p o r a t e d  i n t o  v i r i o n s  
( W h i t e  a n d  K h a l i l i ,  2 0 0 4 ) .  
1 . 4 . 3  R e g u l a t o r y  r e g i o n  
T h e  r e g u l a t o r y  r e g i o n  o f  S V 4 0  i s  a  n o n - c o d i n g  r e g i o n  o f  t h e  v i r a l  g e n o m e ,  c o n s i s t i n g  o f  
a n  o r i g i n  o f  D N A  r e p l i c a t i o n  a n d  p r o m o t e r l e n h a n c e r  e l e m e n t s .  I t  f u n c t i o n s  t o  o r c h e s t r a t e  
v i r a l  t r a n s c r i p t i o n  a n d  r e p l i c a t i o n .  T h e  r e g i o n  c o n t a i n s  a  s e r i e s  o f  s p e c i f i c  n u c l e o t i d e  
m o t i f s  t h a t  s e r v e  a s  b i n d i n g  o r  i n t e r a c t i o n  s i t e s  f o r  p r o t e i n s  i n v o l v e d  i n  t r a n s c r i p t i o n  o r  
D N A  r e p l i c a t i o n  ( L e d n i c k y  a n d  B u t e l ,  2 0 0 1 ) .  T h e r e  a r e  t w o  t y p e s  o f  r e g u l a t o r y  r e g i o n  
s t r u c t u r e  i n  S V 4 0  v i r u s e s  b a s e d  o n  t h e  n u m b e r  o f  e n h a n c e r  e l e m e n t s  p r e s e n t ,  a s  
i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 . 4 .  S t r a i n s  h a v i n g  t w o  7 2 - b a s e  p a i r  e n h a n c e r  e l e m e n t s  a r e  r e f e r r e d  
t o  a s  h a v i n g  a  ' n o n - a r c h e t y p a l '  o r  c o m p l e x  r e g u l a t o r y  r e g i o n  s t r u c t u r e .  R e g u l a t o r y  
r e g i o n s  l a c k i n g  a  d u p l i c a t e d  e n h a n c e r  e l e m e n t  a r e  c o n s i d e r e d  ' a r c h e t y p a l '  o r  s i m p l e  
s t r u c t u r e s  ( L e d n i c k y  e t  a l ,  1 9 9 5 a ,  b ) .  
S i m p l e ,  a r c h e t y p a l  R R  -  1 E  v i r u s  
( a )  
...a - . . . . .  
S V C P C  
K & - I  
C o m p l e x ,  n o n - a r c h e t y p a l  R R  -  2 E  v i r u s  
F i g u r e  1 . 4 :  R e g u l a t o r y  r e g i o n s  o f  S V 4 0  s t r a i n s  
E x a m p l e s  o f  t h e  d i f f e r i n g  r e g u l a t o r y  r e g i o n  ( R R )  o f  S V 4 0  s t r a i n s .  T h e  d i s t i n c t  f u n c t i o n a l  s e c t i o n s  w i t h  
t h e  r e g u l a t o r y  r e g i o n  i n c l u d e  e n h a n c e r  e l e m e n t s ,  p r o m o t e r  e l e m e n t s  a n d  a n  o r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n  o r i .  
T h e r e  a r e  t w o  t y p e s  o f  t h e  r e g u l a t o r y  r e g i o n  i n  S V 4 0  v i r u s e s  b a s e d  o n  t h e  n u m b e r  o f  e n h a n c e r  
e l e m e n t s  p r e s e n t .  S t r a i n s  h a v i n g  o n e  7 2 - b a s e  p a i r  ( b p )  e n h a n c e r  e l e m e n t  a r e  r e f e r r e d  t o  a s  h a v i n g  
' a r c h e t y p a l '  o r  s i m p l e  r e g u l a t o r y  r e g i o n  s t r u c t u r e ,  ( a )  S V C P C .  R e g u l a t o r y  r e g i o n s  c o n t a i n i n g  a  
d u p l i c a t e d  e n h a n c e r  e l e m e n t  a r e  c o n s i d e r e d  ' n o n - a r c h e t y p a l '  o r  c o m p l e x  s t r u c t u r e s ,  ( b )  7 7 6 ,  ( c )  B a y l o r  
a n d  ( d )  V A 4 5 - 5 4 .  V a r y i n g  n u m b e r s  o f  2 1 b p  r e p e a t s  a l s o  e x i s t  w i t h i n  t h e  G I C - r i c h  r e g i o n .  A r r o w s  
i n d i c a t e  t h e  p o l y m o r p h i s m s  a n d  t h e i r  n u c l e o t i d e  p o s i t i o n  i n  b r a c k e t s ,  w h i c h  e x i s t  i n  t h e  s t r a i n s  s h o w n .  
F i g u r e  a d a p t e d  f r o m  L e d n i c k y  a n d  B u t e l ,  2 0 0  1  
I n  t h e  c a s e  o f  t h e  r e f e r e n c e  s t r a i n  o f  S V 4 0 - 7 7 6 ,  v a r i a n t s  c o n t a i n i n g  o n e  e n h a n c e r  e l e m e n t  
a r e  d e s i g n a t e d  7 7 6 - 1 E  ( - 1 E  v i r u s )  w h i l e  v i r u s e s  w i t h  a  d u p l i c a t e d  e n h a n c e r  a r e  c a l l e d  
7 7 6 - 2 E  ( - 2 E  v i r u s ) .  T h e s e  - 2 E  v i r u s e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  r e p l i c a t e  f a s t e r  i n  t i s s u e  
c u l t u r e  ( L e d n i c k y  e t  a l ,  1 9 9 5 ~ ) .  I n  c o n t r a s t  w i t h  n a t u r a l  i s o l a t e s  o f  S V 4 0  o r  v i r u s  i s o l a t e d  
f r o m  h u m a n  t u m o u r s ,  w h i c h  g e n e r a l l y  d o  n o t  c o n t a i n  e n h a n c e r  d u p l i c a t i o n s ,  l a b o r a t o r y -  
a d a p t e d  m o n k e y  s t r a i n s  o f  S V 4 0  u s u a l l y  c o n t a i n  t w o  7 2 - b a s e  p a i r  e n h a n c e r  e l e m e n t s  
( V i l c h e z  e t  a l ,  2 0 0 4 ) .  H o w e v e r ,  i t  i s  t h o u g h t  t h a t  a  m i x t u r e  o f  b o t h  a r c h e t y p a l  a n d  n o n -  
a r c h e t y p a l  r e g u l a t o r y  r e g i o n s  m a y  b e  p r e s e n t  i n  m o n k e y  i s o l a t e s  a n d  t h a t  l a b o r a t o r y  t i s s u e  
c u l t u r e  a l l o w s  t h e  s e l e c t i o n  o f  t h e  f a s t e r  g r o w i n g  v a r i a n t s  ( L e d n i c k y  a n d  B u t e l ,  2 0 0 1 ) .  
S t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  r e g u l a t o r y  r e g i o n  o f  S V 4 0  m a y  e x e r t  a  s i g n i f i c a n t  i n f l u e n c e  
o n  t u r n o u r  i n c i d e n c e .  I n  s t u d i e s  o n  S V 4 0  t u m o u r  i n d u c t i o n  i n  S y r i a n  g o l d e n  h a m s t e r s  
( M e s o c r i c e t u s  a u r a t u s ) ,  t h e  - l E  v i r u s  w a s  f o u n d  t o  i n d u c e  t u m o u r s  i n  a  l a r g e r  p r o p o r t i o n  
o f  a n i m a l s  t h a n  t h e  - 2 E  v i r u s  ( S r o l l e r  e t  a l ,  2 0 0 8 ) .  W h i l e  t h e  f a s t e r  s p e e d  o f  v i r a l  
r e p l i c a t i o n  h a s  t y p i c a l l y  b e e n  s e e n  a s  a n  a d v a n t a g e  f o r  a  v i r u s  i n  o v e r c o m i n g  t h e  a b i l i t y  
o f  t h e  i m m u n e  s y s t e m  t o  c o n t r o l  i t s  g r o w t h ,  i t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t h a t  s l o w e r  r e p l i c a t i n g  
v i r u s e s  m a y  e v o k e  a  w e a k e r  i m m u n e  r e s p o n s e  a n d  t h e r e f o r e  e n h a n c e  t h e i r  l i k e l i h o o d  o f  
p e r s i s t e n c e  b y  c i r c u m v e n t i n g  i m m u n e  s u r v e i l l a n c e  ( B o c h a r o v  e t  a l ,  2 0 0 4 ) .  B a s e d  o n  t h i s  
t h e o r y ,  i t  i s  t h o u g h t  t h a t  t h e  f a s t e r  r e p l i c a t i n g  S V 4 0  - 2 E  v i r u s  i s  r e c o g n i s e d  a n d  c l e a r e d  
m o r e  e f f i c i e n t l y  b y  t h e  h o s t  i m m u n e  r e s p o n s e  t h a n  t h e  s l o w e r  r e p l i c a t i n g  - l E  v i r u s  w h i c h  
w o u l d  b e  m o r e  l i k e l y  t o  e v a d e  t h e  i m m u n e  s y s t e m  a n d  p e r s i s t  ( V i l c h e z  e t  a l ,  2 0 0 4 ) .  I t  
h a s  a l s o  b e e n  r e c e n t l y  r e c o g n i s e d  t h a t  t h e  v i r a l  r e g u l a t o r y  r e g i o n  o f  S V 4 0  m a y  e x e r t  
e f f e c t s  o n  v e r t i c a l  t r a n s m i s s i o n  i n  h a m s t e r s  ( P a t e 1  e t  a l ,  2 0 0 9 ) .  I n  a  s t u d y  i n v e s t i g a t i n g  
S V 4 0  t r a n s m i s s i o n  i n  t h e  h a m s t e r  m o d e l  i t  w a s  f o u n d  t h a t  h a m s t e r s  i n o c u l a t e d  w i t h  S V 4 0  
s t r a i n s  c o n t a i n i n g  c o m p l e x  r e g u l a t o r y  r e g i o n s  ( - 2 E )  t r a n s m i t t e d  v i r u s  m o r e  f r e q u e n t l y  
t h a n  t h o s e  i n f e c t e d  w i t h  s i m p l e  e n h a n c e r  ( - 1 E )  v i r u s e s .  F u r t h e r  s t u d i e s  a r e  r e q u i r e d  t o  
d e t e r m i n e  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  r e g u l a t o r y  r e g i o n  a n d  p a t h o g e n e s i s  o f  S V 4 0  
i n f e c t i o n ,  i n c l u d i n g  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  s o m e  S V 4 0  s t r a i n s  o r  v a r i a n t s  a r e  m o r e  
p a t h o g e n i c  t h a n  o t h e r s .  
1 . 4 . 4  M i c r o  R N A  
S V 4 0  a l s o  e n c o d e s  a  v i r a l  m i c r o R N A ,  o n e  o f  t h e  f i r s t  m i R N A s  t h a t  h a s  b e e n  s h o w n  t o  
h a v e  a  h c t i o n  i n  t h e  v i r u s  l i f e  c y c l e .  C e l l u l a r  a n d  v i r a l  m i R N A s  a r e  s m a l l  r e g u l a t o r y  
R N A s  t h a t  p l a y  a  c r i t i c a l  r o l e  i n  g e n e  r e g u l a t i o n  a n d  a r e  a n  i m p o r t a n t  f o c u s  o f  m o l e c u l a r  
b i o l o g y  r e s e a r c h ,  h a v i n g  o n l y  b e e n  d i s c o v e r e d  i n  t h e  1 9 9 0 s  ( F i l i p o w i c z  e t  a l ,  2 0 0 8 ) .  
m i R N A s  f u n c t i o n  b y  b i n d i n g  t o  c o m p l e m e n t a r y  s e q u e n c e s  i n  t h e  3 '  u n t r a n s l a t e d  r e g i o n s  
o f  m e s s e n g e r  R N A  ( m R N A s ) ,  a n d  t h e n  m e d i a t i n g  m R N A  d e g r a d a t i o n  o r  r e p r e s s i n g  
t r a n s l a t i o n ,  u l t i m a t e l y  l e a d i n g  t o  r e d u c e d  p r o t e i n  e x p r e s s i o n .  I t  h a s  b e e n  k n o w n  f o r  s o m e  
t i m e  t h a t  s o m e  v i r a l  g e n o m e s  i n c l u d e  n o n - c o d i n g  R N A  s u c h  a s  m i R N A s ,  b u t  t h e i r  
f u n c t i o n  i s  o n l y  s t a r t i n g  t o  c o m e  t o  l i g h t .  R e c e n t  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  v i r a l  m i R N A s  m a y  
f u n c t i o n  t o  e v a d e  t h e  h o s t  i n n a t e  i m m u n e  r e s p o n s e ,  r e g u l a t e  g e n e  e x p r e s s i o n  a n d  p o s s i b l y  
c o n t r i b u t e  t o  v i r a l - m e d i a t e d  t u m o u r i g e n e s i s  ( r e v i e w e d  i n  C u l l e n ,  2 0 0 6 ;  S a r n o w ,  2 0 0 6 ) .  
m i R N A s  a r e  u s e f u l  t o  t h e  v i r u s  i n  t h a t  t h e y  a r e  n o n - i m m u n o g e n i c ,  t a k e  u p  a  s m a l l  a m o u n t  
o f  g e n o m i c  s p a c e  a n d  a r e  p o w e r f u l  r e g u l a t o r s  o f  g e n e  e x p r e s s i o n  ( S u l l i v a n ,  2 0 0 8 ) .  
S V 4 0  e n c o d e s  a  p r e - m i R N A ,  d e s i g n a t e d  m i R - S 1 ,  w h i c h  i s  p r o c e s s e d  i n t o  t w o  m i R N A s  
t h a t  b i n d  t o  t h e  e a r l y  R N A s ,  t h e r e b y  d i r e c t i n g  t h e i r  c l e a v a g e  a t  a  l a t e  s t a g e  o f  t h e  v i r a l  
c e l l  c y c l e  ( S u l l i v a n  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  T h e  e n d  r e s u l t  o f  t h e  m i R N A  a c t i o n  i n  S V 4 0  i s  a  
r e d u c t i o n  i n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  v i r a l  T  a n t i g e n s .  I t  i s  k n o w n  t h a t  s o m e  p r o t e i n  p r o d u c t s  o f  
e a r l y  S V 4 0  g e n o m e ,  s u c h  a s  T - a g ,  a r e  v e r y  i m m u n o g e n i c  a n d  g e n e r a t e  a  s t r o n g  c y t o t o x i c  
l y m p h o c y t e  ( C T L )  i m m u n e  r e s p o n s e .  T h e  f u n c t i o n  o f  t h e  S V 4 0  m i R N A  i n  
d o w n r e g u l a t i n g  e x p r e s s i o n  o f  t h e s e  i m m u n o g e n i c  p r o t e i n s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  m i R N A  i s  
i n v o l v e d  i n  i m m u n e  e v a s i o n  s t r a t e g i e s .  S t u d i e s  c o n d u c t e d  u s i n g  a  m u t a n t  S V 4 0  v i r u s  
n a m e d  7 7 6 - 2 E - S M ,  t h a t  l a c k s  t h e  v i r a l  m i R N A ,  h a v e  s h o w n  t h a t  t a r g e t  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  
t h e  m u t a n t  a r e  m o r e  s e n s i t i v e  t o  C T L - m e d i a t e d  d e a t h  t h a n  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  a  w i l d  t y p e  
S V 4 0  ( S u l l i v a n  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  I n  a d d i t i o n ,  r e l e a s e  o f  t h e  c y t o k i n e  i n t e r f e r o n - y  w a s  a l s o  
d i m i n i s h e d  w h e n  C T L s  e n c o u n t e r e d  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  w i l d  t y p e  S V 4 0 .  T o g e t h e r  
t h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  S V 4 0  m i R N A  m a y  p l a y  a  r o l e  i n  e v a d i n g  t h e  a d a p t i v e  i m m u n e  
r e s p o n s e  ( S u l l i v a n  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  V i r a l  m i R N A s  i n  t h e  h e r p e s v i r u s e s  E p s t e i n  B a r r  v i r u s  
( E B V ) ,  h u m a n  c y t o m e g a l o v i r u s  ( H C M V )  a n d  K a p o s i ' s  s a r c o m a  h e r p e s v i r u s  ( K S H V ) ,  
h a v e  b e e n  s h o w n  t o  f u n c t i o n  i n  m o d u l a t i n g  t h e  v i r u s  l i f e  c y c l e  a n d  h u m a n  i m m u n e  
r e s p o n s e ,  t h e r e b y  u n d e r l i n i n g  t h e  i m p o r t a n c e  o f  m i R N A s  i n  v i r a l  i n f e c t i o n s  
( S w a m i n a t h a n ,  2 0 0 8 ) .  
1 . 5  T h e  l i f e  c y c l e  o f  S V 4 0  i n  h o s t  c e l l s  
I n  t h e  n a t u r a l  m o n k e y  h o s t ,  S V 4 0  i n f e c t i o n  i s  k n o w n  t o  r e s u l t  i n  a  l y t i c  i n f e c t i o n .  T h i s  
v i r a l  p r o d u c t i o n  i s  c o n t r o l l e d  b y  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e  a n d  t h e  v i r u s  t h u s  p e r s i s t s  i n  t h e  
k i d n e y  w h e r e  i t  c a n  b e  r e a c t i v a t e d  i n  i m m u n o s u p p r e s s i o n  ( W h i t e  a n d  K h a l i l i ,  2 0 0 4 ) .  T h e  
l i f e  c y c l e  o f  S V 4 0  i n  h u m a n  c e l l s  i s  l e s s  w e l l  u n d e r s t o o d .  C e l l u l a r  i n f e c t i o n  w i t h  S V 4 0  i s  
i n i t i a t e d  b y  b i n d i n g  o f  t h e  v i r i o n  t o  a  r e c e p t o r  o n  t h e  c e l l  m e m b r a n e .  O n  h u m a n  c e l l s ,  t h e  
M a j o r  H i s t o c o m p a t i b i l i t y  C o m p l e x  c l a s s  I  ( M H C  c l a s s  I )  m o l e c u l e  i s  t h o u g h t  t o  b e  t h e  
s p e c i f i c  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r  f o r  S V 4 0  ( B r e a u  e t  a l ,  1 9 9 2 ;  N o r k i n ,  1 9 9 9 ) .  T h e  e x p r e s s i o n  
o f  M H C  c l a s s  I  b y  n e a r l y  a l l  n u c l e a t e d  c e l l s  t h u s  e x p l a i n s  t h e  b r o a d  t r o p i s m  o f  S V 4 0  a n d  
i t s  a b i l i t y  t o  i n f e c t  a n d  i n d u c e  t r a n s f o r m a t i o n  i n  m a n y  t y p e s  o f  c e l l s  a n d  t i s s u e s  ( V i l c h e z  
a n d  B u t e l ,  2 0 0 3 a ) .  N o t  a l l  c e l l s  e x p r e s s i n g  M H C  c l a s s  I  a r e ,  h o w e v e r ,  s u s c e p t i b l e  t o  
S V 4 0  i n f e c t i o n  a n d  d i f f e r e n t i a l  a b i l i t y  i n  i n f e c t i n g  p o l a r i z e d  e p i t h e l i a l  c e l l s  v i a  t h e  a p i c a l  
o r  b a s o l a t e r a l  s u r f a c e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d ,  d e s p i t e  s i m i l a r  M H C  e x p r e s s i o n  o n  b o t h  
m e m b r a n e s  ( I m p e r i a l e ,  2 0 0 1 ) .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  o t h e r  f a c t o r s  m a y  c o n t r i b u t e  t o  S V 4 0  
t r o p i s m ,  s u c h  a s  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  a  c o - r e c e p t o r  f o r  v i r a l  e n t r y  a f t e r  b i n d i n g  o r  
a d d i t i o n a l  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  t h a t  m a y  n e e d  t o  b e  p r e s e n t  f o r  v i r a l  r e p l i c a t i o n  t o  o c c u r  
( A t w o o d ,  2 0 0 1 ) .  
A f t e r  b i n d i n g ,  c e l l u l a r  e n t r y  o f  S V 4 0  o c c u r s  w h e n  t h e  p o l y o m a v i r u s  c a p s i d  u n d e r g o e s  
c a v e o l a - m e d i a t e d  e n d o c y t o s i s  a n d  i s  t r a n s p o r t e d  t o  t h e  n u c l e u s  ( A n d e r s o n  e t  a l ,  1 9 9 6 ) .  
T h e  v i r a l  D N A  i s  u n c o a t e d  a n d  t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  e a r l y  r e g i o n  o f  t h e  g e n o m e  b e g i n s .  
T h e  p r i m a r y  t r a n s c r i p t  f r o m  t h e  e a r l y  r e g i o n  i s  a l t e r n a t i v e l y  s p l i c e d  t o  p r o d u c e  t w o  
r n R N A s  t h a t  e n c o d e  l a r g e  T - a g  a n d  s m a l l  t - a g .  S V 4 0  l a r g e  T - a g ,  a  n u c l e a r  
p h o s p h o p r o t e i n ,  i s  a n  e s s e n t i a l  f a c t o r  f o r  v i r a l  D N A  r e p l i c a t i o n .  I t  b i n d s  t o  t h e  v i r a l  
o r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n  w h e r e  i t  p r o m o t e s  u n w i n d i n g  o f  t h e  D N A  d o u b l e  h e l i x  a n d  
r e c r u i t m e n t  o f  c e l l u l a r  p r o t e i n s  t h a t  a r e  r e q u i r e d  f o r  D N A  s y n t h e s i s ,  i n c l u d i n g  D N A  
p o l y m e r a s e - a  a n d  r e p l i c a t i o n  p r o t e i n  A  ( M a r t i n i  e t  a l ,  2 0 0 7 ) .  S V 4 0  r e l i e s  o n  i t s  h o s t  c e l l  
t o  p r o v i d e  e n z y m e s  a n d  c o - f a c t o r s  f o r  v i r a l  D N A  r e p l i c a t i o n ,  a l l  o f  w h i c h  t h e  v i r u s  l a c k s  
( I r n p e r i a l e ,  2 0 0 1 ) .  T h e s e  p r o t e i n s  a r e  e x p r e s s e d  i n  t h e  S  p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e ,  t h e  p h a s e  
a t  w h i c h  c e l l u l a r  D N A  s y n t h e s i s  a n d  s u b s e q u e n t  c e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n  o c c u r s ,  t h e r e b y  
p r o d u c i n g  t h e  o p t i m a l  e n v i r o n m e n t  f o r  v i r a l  r e p l i c a t i o n  ( M a r t i n i  e t  a l ,  2 0 0 7 ) .  S i n c e  S V 4 0  
n a t u r a l l y  i n f e c t s  d i f f e r e n t i a t e d  k i d n e y  c e l l s  i n  m o n k e y s ,  t h e  v i r u s  h a s  e v o l v e d  a  s t r a t e g y  
t o  s t i m u l a t e  t h e  c e l l  c y c l e  t h r o u g h  a b i l i t y  t h e  o f  T - a g  t o  b i n d  t o  s e v e r a l  c e l l u l a r  p r o t e i n s  
t h a t  a r e  i n v o l v e d  i n  c o n t r o l  o f  c e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n  a n d  a p o p t o s i s  ( K r u r n b h o l z  e t  a l ,  
2 0 0 9 ) .  T h u s ,  i n  h u m a n  c e l l s ,  t h r o u g h  b i n d i n g  t o  t h e  c e l l u l a r  t u m o u r  s u p p r e s s o r  p r o t e i n s  
o f  t h e  p R b  f a m i l y ,  T - a g  e x p r e s s i o n  l e a d s  t o  t h e  i n d u c t i o n  o f  S  p h a s e .  p R b  n o r m a l l y  b i n d s  
t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  E 2 F  t o  f o r m  a  t r a n s c r i p t i o n a l  r e p r e s s o r  c o m p l e x .  
H o w e v e r ,  o n  
b i n d i n g  t o  S V 4 0  T - a g ,  a  d i s s o c i a t i o n  o f  E 2 F - p R b  c o m p l e x e s  o c c u r s ,  r e l e a s i n g  E 2 F  t o  
a c t i v a t e  e x p r e s s i o n  o f  g r o w t h  s t i m u l a t o r y  g e n e s  ( F i g u r e  1 . 5  a ) .  
T h i s  p r e - e m p t i v e  s i g n a l  f o r  S  p h a s e  i n d u c t i o n  a n d  c e l l  d i v i s i o n  a n d  t h e  r e s u l t i n g  
u n b a l a n c e d  D N A  s y n t h e s i s  i n d u c e s  t h e  c e l l  t o  i n i t i a t e  a  p 5 3  r e s p o n s e .  p 5 3  n o r m a l l y  
s e n s e s  D N A  d a m a g e  a n d  e i t h e r  p a u s e s  t h e  c e l l  c y c l e  t o  r e p a i r  t h e  D N A  o r  d i r e c t s  t h e  c e l l  
t o  e n t e r  t h e  a p o p t o t i c  p a t h w a y ,  k n o w n  a s  p r o g r a m m e d  c e l l  d e a t h .  H o w e v e r ,  T - a g  
o v e r c o m e s  t h i s  ' r o a d b l o c k '  b y  b i n d i n g  t o  p 5 3  a n d  i n h i b i t i n g  i t s  f u n c t i o n  ( F i g u r e  1 . 5  b ) .  
T h e  c e l l  i s  t h u s  i n d u c e d  t o  p r o l i f e r a t e  a n d  t h e  p 5 3 - m e d i a t e d  c h e c k p o i n t  i s  a b o l i s h e d .  T h i s  
T - a g - m e d i a t e d  s u b v e r s i o n  o f  c e l l  c y c l e  c o n t r o l  a l l o w s  c e l l s  w i t h  g e n e t i c  d a m a g e  t o  
s u r v i v e  a n d  e n t e r  S  p h a s e ,  l e a d i n g  t o  a n  a c c u m u l a t i o n  o f  T - a g - e x p r e s s i n g  c e l l s  w i t h  
g e n o m i c  m u t a t i o n s  t h a t  m a y  p r o m o t e  t u m o u r  g r o w t h  a s  a n  a c c i d e n t a l  s i d e  e f f e c t  o f  t h e  
v i r a l  r e p l i c a t i o n  s t r a t e g y .  
T r a n s c r i p t i o n a l  
r e p r e s s o r  
c o m p l e x  
I  
T r a n s c r i p t i o n a l  
I  
a c t i v a t o r  
c e l l  c y c l e  C
M  G I  S  G2 
V i r a l  i n f e c t i o n  
D N A  d a m a g e  
-  C e l l u l a r  s t r e s s  
A p o p t o s i s  
C e l l  c y c l e  '  
M  G I  S  G2 
F i g u r e  1 . 5 :  I n t e r a c t i o n  o f  S V 4 0  T - a g  w i t h  p R b  a n d  p 5 3  
S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  S V 4 0  T - a g  w i t h  t u m o u r  s u p p r e s s o r  p r o t e i n s  p R b  a n d  
p 5 3 .  ( a )  p R b  n o r m a l l y  b i n d s  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  E 2 F ,  f o r m i n g  a  t r a n s c r i p t i o n a l  r e p r e s s o r  c o m p l e x  i n  
e a r l y  G I  p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e .  N o r m a l l y ,  w h e n  p R b  i s  p h o s p h o r y l a t e d  b y  c y c l i n - d e p e n d e n t  k i n a s e s  
( c d k ) ,  E 2 F  i s  r e l e a s e d  a n d  a c t i v a t e s  g r o w t h - s t i r n u l a t o r y  g e n e s .  T - a g  b i n d i n g  t o  p R b  c a u s e s  
u n s c h e d u l e d  d i s s o c i a t i o n  o f  p R b - E 2 F  c o m p l e x e s ,  r e l e a s i n g  a c t i v e  E 2 F .  ( b )  T h e  f u n c t i o n  o f  p 5 3  i s  t o  
s e n s e  D N A  d a m a g e  a n d  e i t h e r  c a u s e  t h e  c e l l  t o  p a u s e  i n  l a t e  G I  p h a s e  f o r  D N A  r e p a i r  o r  d i r e c t  t h e  c e l l  
t o  c o m m i t  s u i c i d e  t h r o u g h  t h e  a p o p t o t i c  p a t h w a y  i f  r e p a i r  i s  n o t  p o s s i b l e .  p 5 3  c a n  t r a n s c r i p t i o n a l l y  
i n d u c e  p 2 1 ,  a  c y c l i n - d e p e n d e n t  k i n a s e  i n h i b i t o r ,  w h i c h  b l o c k s  t h e  a c t i v i t y  o f  G I  c y c l i n - c d k  c o m p l e x e s  
a r r e s t i n g  c e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n  i n  l a t e  G I  p h a s e .  B i n d i n g  o f  t h e  S V 4 0  T - a g  r e s u l t s  i n  p 5 3  b e i n g  
s e q u e s t e r e d ,  a b o l i s h i n g  i t s  f u n c t i o n  a n d  a l l o w i n g  c e l l s  w i t h  g e n e t i c  d a m a g e  t o  s u r v i v e  a n d  e n t e r  S  
p h a s e .  A s  a  r e s u l t ,  T - a g - e x p r e s s i n g  c e l l s  w i t h  g e n o m i c  m u t a t i o n s  a c c u m u l a t e  t h a t  m a y  p r o m o t e  
t u m o u r i g e n i c  g r o w t h .  
F i g u r e  a d a p t e d  f r o m  L e d n i c k y  a n d  B u t e l ,  2 0 0 3 ,  
I n  a  l y t i c  i n f e c t i o n  i n  t h e  n a t u r a l  h o s t ,  t h e  p u r p o s e  o f  t h e  T - a n t i g e n  i n t e r a c t i o n  w i t h  h o s t  
c e l l  p r o t e i n s  i s  t o  d r i v e  t h e  c e l l  i n t o  a n  o p t i m a l  e n v i r o n m e n t  f o r  t h e  s u p p o r t  o f  v i r a l  D N A  
r e p l i c a t i o n  a n d  t o  m a i n t a i n  c e l l u l a r  v i a b i l i t y  a s  l o n g  a s  p o s s i b l e  t o  f a c i l i t a t e  v i r u s  
p r o d u c t i o n  ( I r n p e r i a l e ,  2 0 0 1 ) .  T h e  r o l e  o f  t h e  s m a l l  t - a g  i n  t h e  p o l y o m a v i r u s  l i f e  c y c l e  i s  
l e s s  c l e a r  t h a n  t h a t  o f  l a r g e  T - a g .  S m a l l  t - a g  i s  n o t  e s s e n t i a l  f o r  l y t i c  i n f e c t i o n  i n  c u l t u r e  
b u t  i t  i s  k n o w n  t o  c o - o p e r a t e  w i t h  T - a g  i n  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  o f  c e l l s  b y  S V 4 0  a n d  
i n c r e a s e s  v i r u s  y i e l d  i n  p e r m i s s i v e  c e l l s  ( M a r t i n i  e t  a l ,  2 0 0 7 ) .  
A s  S V 4 0  v i r u s  r e p l i c a t i o n  p r o c e e d s ,  e x p r e s s i o n  o f  t h e  l a t e  g e n e s  b e g i n s .  T h e  g e n e  
p r o d u c t s  o f  t h e  l a t e  r e g i o n  a r e  t h e  c a p s i d  p r o t e i n s  V P 1 ,  V P 2 ,  V P 3 ,  w h i c h  a s s e m b l e  w i t h  
t h e  r e p l i c a t e d  v i r a l  D N A  t o  f o r m  v i r i o n s .  I n  i n f e c t i o n  o f  t h e  n a t u r a l  m o n k e y  h o s t  t h e s e  
v i r i o n s  a r e  r e l e a s e d  u p o n  c e l l  l y s i s ,  r e s u l t i n g  i n  d e a t h  o f  t h e  h o s t  c e l l  ( M a r t i n i  e t  a l ,  2 0 0 7 ) .  
T h e  l i f e  c y c l e  o f  S V 4 0  f i o m  i n f e c t i o n  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  n e w  v i r i o n s  i s  t h o u g h t  t o  t a k e  
9 6  h o u r s  i n  p e r m i s s i v e  c e l l s ,  r e s u l t i n g  i n  a b o u t  3 0 0  i n f e c t i o u s  p r o g e n y  v i r i o n s  p e r  c e l l  
( S a e n z - R o b l e s  e t  a l ,  2 0 0 1 ,  F i g u r e  1 . 6 ) .  
A l t h o u g h  p o l y o m a v i r u s e s  g r o w  m o s t  e f f i c i e n t l y  i n  t h e  c e l l s  o f  t h e i r  n a t u r a l  h o s t  s p e c i e s  
t h e y  d o  n o t  d i s p l a y  a b s o l u t e  h o s t  s p e c i f i c i t y  ( K r u m b h o l z  e t  a l ,  2 0 0 9 ) .  T h e r e  i s  m o r e  t h a n  
o n e  p o s s i b l e  o u t c o m e  t o  c e l l u l a r  i n f e c t i o n  b y  a  p o l y o m a v i r u s .  I n  t h e  n a t u r a l  h o s t ,  c e l l s  
a r e  p e r m i s s i v e  t o  v i r a l  i n f e c t i o n  a n d  a r e  a b l e  t o  s u p p o r t  v i r a l  r e p l i c a t i o n  w i t h  r e s u l t a n t  
l y t i c  i n f e c t i o n  a n d  v i r a l  a m p l i f i c a t i o n  ( W h i t e  a n d  K h a l i l i ,  2 0 0 4 ) .  I n  g e n e r a l ,  t h e s e  
i n f e c t i o n s  a r e  n o n - o n c o g e n i c  f o r  t h e i r  n a t u r a l  h o s t s  ( z u r  H a u s e n ,  2 0 0 8 ) .  H o w e v e r ,  S V 4 0  
a n d  o t h e r  t u r n o u r  v i r u s e s  m a y  b e c o m e  m o r e  o n c o g e n i c  w h e n  t h e y  c r o s s  s p e c i e s  ( C a r b o n e  
e t  a l ,  2 0 0 3 ) .  

I n  a  f o r e i g n  h o s t  s u c h  a s  t h e  m o u s e ,  c e l l s  a r e  n o n - p e r m i s s i v e  t o  S V 4 0  d u e  t o  a n  i n a b i l i t y  
t o  u s e  t h e  h o s t  D N A  p o l y m e r a s e  f o r  v i r a l  s y n t h e s i s .  I n f e c t i o n  i n  a  n o n - p e r m i s s i v e  h o s t  
t h u s  r e s u l t s  i n  c e l l  t r a n s f o r m a t i o n  ( I m p e r i a l e ,  2 0 0 1 ,  F i g u r e  1 . 7 ) .  I n  c o n t r a s t ,  s o m e  h u m a n  
c e l l  t y p e s  c a n  s u p p o r t  t r a n s f o r m a t i o n  a n d  l o w - l e v e l  S V 4 0  r e p l i c a t i o n  a n d  m a y  b e  
d e s c r i b e d  a s  ' s e m i - p e r m i s s i v e '  f o r  S V 4 0  i n f e c t i o n  ( W h i t e  a n d  K h a l i l i ,  2 0 0 4 ) .  
F u r t h e r m o r e ,  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  c e l l  t y p e  d i f f e r e n c e s  m a y  d i c t a t e  t h e  o u t c o m e  o f  
S V 4 0  i n f e c t i o n  i n  h u m a n s .  S t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  w h i l e  S V 4 0  i n f e c t i o n  o f  h u m a n  
f i b r o b l a s t s  l e a d s  t o  a  p r o d u c t i v e  o u t c o m e  w i t h  v i r a l  r e p l i c a t i o n ,  t h e  v i r u s  e s t a b l i s h e s  a  
p e r s i s t e n t ,  n o n - l y t i c  i n f e c t i o n  i n  m e s o t h e l i a l  c e l l s  ( B o c c h e t t a  e t  a l ,  2 0 0 0 ) .  
I n  S V 4 0  n o n - p e r m i s s i v e  a n d  s e m i - p e r m i s s i v e  c e l l s ,  t r a n s f o r m a t i o n  i s  t h o u g h t  t o  o c c u r  
w h e n  t h e r e  i s  a  b l o c k  i n  p r o d u c t i v e  i n f e c t i o n ,  b u t  c o n t i n u i n g  e x p r e s s i o n  o f  T - a g .  T h i s  
v i r a l  r e p l i c a t i o n  b l o c k  l e a d s  t o  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  c e l l  d e a t h ,  u l t i m a t e l y  
r e s u l t i n g  i n  t u m o u r  f o r m a t i o n  i n  t h e  n o n - n a t u r a l  h o s t  ( I m p e r i a l e ,  2 0 0 1 ) .  T h e  r a t e - l i m i t i n g  
s t e p  t o  s u s t a i n e d  t r a n s f o r m a t i o n  i s  t h o u g h t  t o  b e  t h e  r a n d o m  i n t e g r a t i o n  o f  v i r a l  D N A  i n t o  
t h e  c e l l u l a r  g e n o m e  b y  n o n - h o m o l o g o u s  r e c o m b i n a t i o n .  I f  t h i s  i n t e g r a t i o n  o c c u r s  s u c h  
t h a t  t h e  e a r l y  c o d i n g  s e q u e n c e s  a r e  i n t a c t  a l l o w i n g  T - a g  t o  b e  e x p r e s s e d ,  t h e  h o s t  c e l l  a n d  
i t s  s u b s e q u e n t  d e s c e n d a n t s  a r e  t r a n s f o r m e d  ( A h u j a  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  

1 . 6  S V 4 0  a s s o c i a t i o n  w i t h  h u m a n  c a n c e r  
S V 4 0  h a s  b e e n  p r o v e n  t o  b e  a  p o t e n t  t r a n s f o r m i n g  v i r u s ,  h a v i n g  b e e n  s h o w n  t o  i n d u c e  
t u m o u r s  i n  l a b o r a t o r y  a n i m a l  m o d e l s  a n d  v a r i o u s  t y p e s  o f  c e l l s  i n  v i t r o .  M o r e  r e c e n t  
e v i d e n c e  f r o m  s e r o l o g i c a l  a n d  m o l e c u l a r  s t u d i e s  r e v e a l i n g  i t s  p r e s e n c e  i n  t h e  h u m a n s  
r a i s e  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  v i r u s  c o u l d  h a v e  t r a n s f o r m i n g  c a p a b i l i t i e s  i n  h u m a n  c e l l s  i n  
v i v o  a s  w e l l  a s  i n  v i t r o .  
S V 4 0  a n d  B r a i n  T u m o u r s  
I n  e a r l y  s t u d i e s  c o n d u c t e d  i n  t h e  1 9 6 0 s  a n d  1 9 7 0 s ,  S V 4 0  w a s  i n i t i a l l y  f o u n d  i n  r a r e  c a s e s  
i n  h u m a n  b r a i n  t u m o u r s ,  s u p p o r t i n g  p r e v i o u s  f i n d i n g s  s h o w i n g  S V 4 0 - i n d u c t i o n  o f  b r a i n  
t u m o u r s  i n  h a m s t e r s .  H o w e v e r ,  t h e  v i r a l  d e t e c t i o n  m e t h o d s  u s e d  a t  t h e  t i m e  w e r e  b a s e d  
o n  S o u t h e r n  h y b r i d i s a t i o n  t e c h n i q u e s ,  i m m u n o s t a i n i n g  f o r  l a r g e  T - a g  a n d  e l e c t r o n  
m i c r o s c o p y  a n d  w e r e  o f  r e l a t i v e l y  l o w  s e n s i t i v i t y  ( G a r c e a  a n d  I m p e r i a l e ,  2 0 0 3 ) .  T h e  
i n t r o d u c t i o n  o f  a m p l i f i c a t i o n - b a s e d  d e t e c t i o n  m e t h o d s  s u c h  a s  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  
( P C R )  i n  1 9 9 2  b r o u g h t  a b o u t  a  b r e a k t h r o u g h  i n  S V 4 0  r e s e a r c h ,  p r o v i d i n g  a  s e n s i t i v e  
m e t h o d  o f  D N A  d e t e c t i o n  i n  h u m a n  s a m p l e s .  C o n s e q u e n t l y ,  i n  t h a t  s a m e  y e a r ,  t h e r e  w a s  
a  r e p o r t e d  f i n d i n g  o f  S V 4 0 - l i k e  D N A  s e q u e n c e s  b y  P C R  a n d  l a r g e  T - a g  e x p r e s s i o n  i n  t w o  
t y p e s  o f  r a r e  c h i l d h o o d  b r a i n  t u m o u r s ,  w i t h  S V 4 0  D N A  s e q u e n c e s  d e t e c t e d  i n  5 0 %  o f  
c h o r o i d s  p l e x u s  n e o p l a s m s  a n d  m o s t  o f  t h e  e p e n d y m o m a s  e x a m i n e d  ( B e r g s a g e l  e t  a l ,  
1 9 9 2 ) .  O n  f u r t h e r  a n a l y s i s ,  D N A  s e q u e n c i n g  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a u t h e n t i c  S V 4 0  
D N A  s e q u e n c e s  ( L e d n i c k y  e t  a l ,  1 9 9 5  3 ) .  F u r t h e r m o r e ,  f o l l o w i n g  l i p o f e c t i o n  o f  t h e  
t u m o u r  D N A  i n t o  m o n k e y  k i d n e y  c e l l s ,  i n f e c t i o u s  S V 4 0  v i r u s  w a s  r e c o v e r e d  a n d  i t  w a s  
o b s e r v e d  t h a t  t h e  r e g u l a t o r y  r e g i o n  c o n t a i n e d  a n  u n d u p l i c a t e d  e n h a n c e r  e l e m e n t  ( - 1 E  
v i r u s ) ,  a  c h a r a c t e r i s t i c  o f  d i r e c t  p r i m a t e  i s o l a t e s  ( L e d n i c k y  e t  a l ,  1 9 9 5 3 ) .  
S i n c e  t h e s e  l a n d m a r k  s t u d i e s  i n v e s t i g a t i n g  t h e  o n c o g e n i c  r o l e  o f  S V 4 0 ,  t h e r e  a r e  
c o n t i n u i n g  r e p o r t s  o f  S V 4 0  d e t e c t i o n  i n  b r a i n  t u m o u r s  ( r e v i e w e d  i n  V i l c h e z  e t  a 1  2 0 0 3 ) .  
N o t  o n l y  h a s  t h e  v i r u s  b e e n  d e t e c t e d  b u t  S V 4 0  T - a g  h a s  a l s o  b e e n  f o u n d  c o m p l e x e d  w i t h  
t u m o u r  s u p p r e s s o r s  p 5 3  a n d  p R b  i n  b r a i n  t u m o u r s ,  p r o v i d i n g  f u r t h e r  e v i d e n c e  o f  a  d i r e c t  
f u n c t i o n a l  r o l e  f o r  t h e  v i r u s  i n  t u m o u r i g e n e s i s  ( Z h e n  e t  a l ,  1 9 9 9 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  p a t i e n t  
s t u d i e s ,  a n  i n t e r e s t i n g  r e p o r t  w a s  p u b l i s h e d  d e t a i l i n g  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  m e n i n g i o m a  i n  
a  l a b o r a t o r y  s c i e n t i s t  w h o  h a d  w o r k e d  w i t h  a n  S V 4 0 - t r a n s f o r m e d  c e l l  l i n e  ( A r r i n g t o n  e t  
a l ,  2 0 0 4 ) .  T h i s  b r a i n  t u m o u r  w a s  f o u n d  t o  c o n t a i n  S V 4 0  D N A  s e q u e n c e s  
i n d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  t h e  l a b o r a t o r y  v i r u s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  l a b o r a t o r y - a c q u i r e d  S V 4 0  
i n f e c t i o n  m a y  h a v e  b e e n  r e s p o n s i b l e  f o r  t u r n o u r  d e v e l o p m e n t .  A  m e t a - a n a l y s i s  o f  t h e  
a s s o c i a t i o n  o f  S V 4 0  w i t h  b r a i n  t u r n o u r s  r e v e a l e d  t h a t  s a m p l e s  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  b r a i n  
t u m o u r s  w e r e  a l m o s t  f o u r  t i m e s  m o r e  l i k e l y  t o  h a v e  e v i d e n c e  o f  S V 4 0  i n f e c t i o n  t h a n  
t h o s e  f r o m  c o n t r o l s  ( V i l c h e z  e t  a l ,  2 0 0 3 ) .  
S V 4 0  h a s  b e e n  d e t e c t e d  i n  m u l t i p l e  h i s t o l o g i c a l  t y p e s  o f  b r a i n  t u m o u r ,  i n  b o t h  c h i l d r e n  
a n d  a d u l t s .  I n d e e d ,  s i n c e  b r a i n  t u m o u r s  r e p r e s e n t  2 1 %  o f  a l l  c a n c e r s  i n  c h i l d r e n ,  i t  h a s  
b e e n  h y p o t h e s i s e d  t h a t  t h i s  h i g h  i n c i d e n c e  o f  p a e d i a t r i c  b r a i n  t u m o u r s  m a y  s u g g e s t  
a c q u i s i t i o n  o f  a n  i n f e c t i o u s  a g e n t  s u c h  a s  S V 4 0  f r o m  t h e  m o t h e r  ( V i l c h e z  e t  a l ,  2 0 0 3 ) .  
B r a i n  t u m o u r  i n c i d e n c e  i n  t h e  U S  h a s  i n c r e a s e d  b y  2 0 %  s i n c e  1 9 7 3  b u t  i t  i s  u n k n o w n  i f  
t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  S V 4 0  i n t o  t h e  h u m a n  p o p u l a t i o n  m a y  i n  s o m e  w a y  b e  l i n k e d  t o  t h i s  
i n c r e a s e  ( C a r b o n e  e t  a l ,  1 9 9 7 ) .  
S V 4 0  a n d  m a l i g n a n t  m e s o t h e l i o m a  
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  l i n k  w i t h  b r a i n  t u m o u r s ,  S V 4 0  h a s  a l s o  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  m a l i g n a n t  
m e s o t h e l i o m a .  E a r l y  s t u d i e s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  m e s o t h e l i o m a  w a s  i n d u c e d  i n  1 0 0 %  o f  
h a m s t e r s  w h e n  S V 4 0  w a s  i n j e c t e d  i n t o  t h e  p l e u r a l  c a v i t i e s  ( C i c a l a  e t  a l ,  1 9 9 3 ) .  
S u b s e q u e n t l y ,  u s i n g  t h e  s a m e  P C R - b a s e d  s t r a t e g y  e m p l o y e d  t o  d e t e c t  S V 4 0  i n  b r a i n  
t u m o u r s ,  
S V 4 0  D N A  s e q u e n c e s  w e r e  d e t e c t e d  i n  6 0 %  o f  h u m a n  m e s o t h e l i o m a s  
c o m p a r e d  w i t h  5 %  i n  m a l i g n a n t  a n d  n o n - m a l i g n a n t  c o n t r o l  s a m p l e s  ( C a r b o n e  e t  a l ,  
1 9 9 4 ) .  M i c r o d i s s e c t i o n  s t u d i e s  a p p e a r e d  t o  c o n f i r m  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e s e  p o s i t i v e  
f i n d i n g s  i n  h u m a n  t u m o u r s  b y  s h o w i n g  t h a t  S V 4 0  w a s  p r e s e n t  o n l y  i n  t h e  m a l i g n a n t  c e l l s  
a n d  n o t  i n  t h e  s u r r o u n d i n g  n o n - c a n c e r o u s  c e l l s  ( S h i v a p u r k a r  e t  a l ,  1 9 9 9 ) .  
M a l i g n a n t  m e s o t h e l i o m a  i s  a n  a g g r e s s i v e  t u m o u r  o f  t h e  l u n g  p l e u r a ,  p e r i c a r d i u m  o r  
p e r i t o n e u m ,  w i t h  m e a n  p a t i e n t  s u r v i v a l  o f  o n l y  o n e  y e a r  f r o m  t i m e  o f  d i a g n o s i s  ( R i z z o  e t  
a l ,  2 0 0 1 ) .  
M e s o t h e l i o m a  h a s  b e e n  f i r m l y  l i n k e d  t o  a s b e s t o s  e x p o s u r e .  H o w e v e r ,  s i n c e  
1 0 - 2 0 %  o f  o c c u r r e n c e  i s  i n  p e o p l e  w i t h  n o  k n o w n  e x p o s u r e  a n d  o n l y  5 - 1 0 %  o f  t h o s e  
e x p o s e d  t o  h i g h  l e v e l s  o f  a s b e s t o s  d e v e l o p  t h i s  t y p e  o f  c a n c e r ,  i t  i s  t h o u g h t  o t h e r  f a c t o r s  
m a y  b e  i n v o l v e d  i n  m e s o t h e l i o m a  d e v e l o p m e n t  ( B o c c h e t t a  e t  a l ,  2 0 0 0 ) .  A s b e s t o s  a n d  
S V 4 0  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  c o - c a r c i n o g e n s ,  w i t h  S V 4 0  i n f e c t i o n  l o w e r i n g  t h e  a m o u n t  
o f  a s b e s t o s  r e q u i r e d  f o r  m a l i g n a n t  m e s o t h e l i o m a  t o  d e v e l o p  i n  h a m s t e r s .  T h i s  r a i s e s  t h e  
p o s s i b i l i t y  t h a t  S V 4 0  m a y  a c t  a s  a  c o - f a c t o r  i n  o t h e r  c a n c e r  t y p e s  ( K r o c z y n s k a  e t  a l ,  
2 0 0 6 ) .  
W h i l s t  m a l i g n a n t  m e s o t h e l i o m a  w a s  a l m o s t  u n k n o w n  b e f o r e  1 9 6 0 ,  i n  a  s i m i l a r  t r e n d  t o  
b r a i n  t u m o u r s ,  i n c i d e n c e  o f  t h i s  c a n c e r  h a s  i n c r e a s e d  s i g n i f i c a n t l y  i n  t h e  p a s t  f e w  d e c a d e s  
t o  a l m o s t  2 , 0 0 0  c a s e s  p e r  y e a r  i n  t h e  U S  ( C a r b o n e  e t  a l ,  1 9 9 7 ) .  F u r t h e r m o r e ,  i t  h a s  b e e n  
o b s e r v e d  t h a t  t h e r e  i s  a  l o w  i n c i d e n c e  o f  m e s o t h e l i o m a  i n  c o u n t r i e s  t h a t  d i d  n o t  r e c e i v e  
S V 4 0 - c o n t a m i n a t e d  v a c c i n e s ,  s u c h  a s  F i n l a n d ,  p r o v i d i n g  a  p o s s i b l e  l i n k  b e t w e e n  
i n c r e a s e d  m e s o t h e l i o m a  i n c i d e n c e  a n d  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  c o n t a m i n a t e d  v a c c i n e s  
( H i r v o n e n  e t  a l ,  1 9 9 9 ) .  T h e  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  S V 4 0  a n d  m a l i g n a n t  m e s o t h e l i o m a  
a p p e a r s  t o  b e  t h e  s t r o n g e s t  f o r  a n y  S V 4 0 - a s s o c i a t e d  c a n c e r  ( G a r c e a  a n d  I m p e r i a l e ,  2 0 0 3 ) .  
S V 4 0  a n d  b o n e  t u m o u r s  
L i k e  b r a i n  t u m o u r s  a n d  m e s o t h e l i o m a ,  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  S V 4 0  w i t h  b o n e  t u m o u r s  w a s  
p r e c e d e d  b y  s t u d i e s  i n  r o d e n t s ,  s h o w i n g  t h a t  s a r c o m a s  o f  d i f f e r e n t  h i s t i o t y p e s  c o u l d  b e  
i n d u c e d  i n  t h e s e  a n i m a l  m o d e l s  ( D i a r n a n d o p o u l o s ,  1 9 7 3 ) .  S V 4 0  w a s  f i r s t  d e t e c t e d  i n  
b o n e  t u m o u r s  i n  a  s t u d y  d e s i g n e d  t o  s c r e e n  2 0 0  d i f f e r e n t  h u m a n  ( C a r b o n e  e t  a l ,  1 9 9 6 ) .  
O u t  o f  2 0 0  s a m p l e s ,  1 8  w e r e  p o s i t i v e  f o r  S V 4 0  a n d  o f  t h e s e  p o s i t i v e s ,  1 1  w e r e  
o s t e o s a r c o m a s ,  t h u s  u n c o v e r i n g  a  p o s s i b l e  l i n k  t o  t u m o u r s  o f  t h e  b o n e .  A  f o l l o w  u p  s t u d y  
d e t e c t e d  S V 4 0  i n  a b o u t  3 0 %  o f  o s t e o s a r c o m a s  a n d  4 0 %  o f  o t h e r  b o n e - r e l a t e d  t u m o u r s  
c o m p a r e d  w i t h  n o n e  i n  c a n c e r  c o n t r o l s ,  s t r e n g t h e n i n g  t h e  i n i t i a l  o b s e r v a t i o n  ( C a r b o n e  e t  
a l ,  1 9 9 6 ) .  A d d i t i o n a l  r e s e a r c h  s u p p o r t e d  t h i s  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  f u r t h e r  f i n d i n g  o f  S V 4 0  
i n  b o n e  t u m o u r s  ( L e d n i c k y  e t  a l ,  1 9 9 7 ;  M e n d o z a  e t  a l ,  1 9 9 8 ;  M a r t i n i  e t  a l ,  2 0 0 2 ) .  I n  o n e  
o f  t h e s e  s t u d i e s ,  i n t e g r a t i o n  o f  S V 4 0  i n t o  t h e  h o s t  g e n o m e  w a s  o b s e r v e d  i n  h a l f  o f  t h e  
o s t e o s a r c o m a  t u m o u r s  a n a l y s e d  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  d e t e c t i o n  o f  m u t a t i o n s  i n  t h e  p 5 3  a n d  
p R b  t u m o u r  s u p p r e s s o r  g e n e s  ( M e n d o z a  e t  a l ,  1 9 9 8 ) .  
1 . 7  S V 4 0  a s s o c i a t i o n  w i t h  N o n - H o d g k i n ' s  L y m p h o m a  ( N H L )  
W h i l e  t h e  t u m o u r  t y p e s  i n d u c e d  b y  S V 4 0  i n  h a m s t e r s  a r e  o f  t h e  s a m e  s p e c t r u m  a s  h u m a n  
t u m o u r s  c o n t a i n i n g  S V 4 0  D N A ,  i t  i s  o n l y  i n  t h e  p a s t  d e c a d e  t h a t  t h e  r o l e  o f  t h e  v i r u s  h a s  
b e e n  i n v e s t i g a t e d  i n  h u m a n  l y m p h o m a s .  T h i s  i s  d e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  t h e  l y m p h o m a g e n i c  
p o t e n t i a l  o f  S V 4 0  h a d  l o n g  b e e n  e s t a b l i s h e d  i n  l a b o r a t o r y  a n i m a l s ,  w h e r e  i t  w a s  s h o w n  
t h a t  7 2 %  o f  h a m s t e r s  d e v e l o p e d  l y m p h o m a s  w h e n  i n o c u l a t e d  w i t h  S V 4 0  i n t r a v e n o u s l y ,  
c o m p a r e d  w i t h  n o n e  i n  t h e  c o n t r o l  u n - i n o c u l a t e d  g r o u p  ( D i a m a n d o p o u l o s ,  1 9 7 2 ) .  T h e  
h i s t o l o g i c a l  t y p e  o f  t h e  r e s u l t i n g  t u m o u r s  w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  d i f f u s e  l a r g e  c e l l s  a n d  t h e  
l y m p h o m a s  w e r e  s h o w n  t o  b e  B - c e l l  i n  o r i g i n ,  e x p r e s s i n g  c e l l  s u r f a c e  a n t i g e n  ( C o e  a n d  
G r e e n ,  1 9 7 5 ) .  O t h e r  s t u d i e s  h a v e  a l s o  s h o w n  t h a t  l y m p h o m a s  w e r e  o n e  o f  t h e  m o s t  
c o m m o n  m a l i g n a n c i e s  i n d u c e d  b y  S V 4 0  i n  a n i m a l s  ( C i c a l a  e t  a l ,  1 9 9 2 ) .  T h e s e  s t u d i e s  
s u p p o r t e d  a  c a u s a t i v e  r o l e  f o r  t h e  v i r u s  i n  l y m p h o m a g e n e s i s  b e c a u s e  S V 4 0  T - a g  w a s  
e x p r e s s e d  i n  a l l  t u m o u r  c e l l s ,  t h e  a n i m a l s  w i t h  t u r n o u r s  d e v e l o p e d  a n t i b o d y  a g a i n s t  S V 4 0  
T - a g  a n d  n e u t r a l i s a t i o n  o f  i n f e c t i o u s  S V 4 0  w i t h  s p e c i f i c  a n t i b o d y  b e f o r e  v i r u s  i n o c u l a t i o n  
p r e v e n t e d  l y m p h o m a  d e v e l o p m e n t  ( V i l c h e z  e t  a l ,  2 0 0 2 ) .  
N o t  s u r p r i s i n g l y ,  k n o w l e d g e  o f  t h e s e  a n i m a l  s t u d i e s  i n i t i a t e d  c o n s i d e r a t i o n  o f  a  r o l e  f o r  
S V 4 0  i n  h u m a n  l y m p h o m a g e n e s i s .  I n  h u m a n s ,  S V 4 0  a s  w e l l  a s  t h e  h u m a n  
p o l y o m a v i r u s e s  B K V  a n d  J C V ,  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  t h e  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  
c e l l s  o f  n o r m a l  h u m a n  d o n o r s  ( M a r t i n i  e t  a l ,  1 9 9 6 ;  M a r t i n i  e t  a 1  1 9 9 8 a ;  D a v i d  e t  a l ,  
2 0 0 1 ) .  A  r e c e n t  s t u d y  h a s  a l s o  d e t e c t e d  S V 4 0  i n  t h e  B  c e l l  r i c h  t o n s i l l a r  t i s s u e  o f  
i m m u n o c o m p e t e n t  c h i l d r e n  ( P a t e 1  e t  a l ,  2 0 0 8 ) .  T h i s  i m p l i e s  t h a t  S V 4 0  c o u l d  h a v e  a  
t r o p i s m  f o r  t h e  l y m p h a t i c  s y s t e m ,  a  f a c t o r  t h a t  w o u l d  b e  v e r y  s i g n i f i c a n t  i n  t r a f f i c k i n g  t h e  
v i r u s  a r o u n d  t h e  b o d y  a n d  i n  p a t h o g e n e s i s .  
I n  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  h u m a n  l y m p h o m a s ,  S V 4 0  w a s  f o u n d  t o  b e  s i g n i f i c a n t l y  a s s o c i a t e d  
w i t h  N o n  H o d g k i n ' s  L y m p h o m a  ( N H L ) .  N H L  i n c l u d e s  a  g r o u p  o f  m o r e  t h a n  2 0  d i f f e r e n t  
m a l i g n a n t  l y m p h o p r o l i f e r a t i v e  d i s e a s e s  a r i s i n g  f r o m  B  a n d  T  l y m p h o c y t e s  a n d  N K  c e l l s  
( G r u l i c h  a n d  V a d i c ,  2 0 0 5 ) .  A l t h o u g h  t h e  e x a c t  a e t i o l o g y  o f  N H L  i s  u n k n o w n ,  s o m e  
i n f e c t i o u s  a g e n t s  a r e  k n o w n  t o  c a u s e  N H L  b y  l y m p h o c y t e  t r a n s f o r m a t i o n ,  a s  i s  t h e  c a s e  
w i t h  E B V  a n d  B u r k i t t ' s  l y m p h o m a ,  K S H V  a n d  p r i m a r y  e f f u s i o n  l y m p h o m a  a n d  H u m a n  
T  L y m p h o t r o p i c  v i r u s  t y p e  1  ( H T L V - 1 )  a n d  a d u l t  T - c e l l  l e u k a e m i a / l y m p h o m a .  
F u r t h e r m o r e ,  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  v i r u s e s  s u c h  a s  h e p a t i t i s  C  m a y  a l s o  i n c r e a s e  r i s k  
o f  N H L  t h r o u g h  c h r o n i c  i m m u n e  s t i m u l a t i o n  i n  a  c h r o n i c  i n f e c t i o n  ( E n g e l s ,  2 0 0 7 ) .  
H o w e v e r  b e c a u s e  c o m m o n l y  a s s o c i a t e d  i n f e c t i o u s  a g e n t s  s u c h  a s  E B V ,  K S H V  a n d  
H T L V - 1  a r e  n o t  p r e s e n t  i n  a l l  N H L  c a s e s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  o t h e r  o n c o g e n i c  v i r u s e s  a r e  
i n v o l v e d .  I m m u n o d e f i c i e n c y  i s  c o n s i d e r e d  a  m a j o r  r i s k  f a c t o r  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
N H L ,  a n d  i t  i s  a  c o m m o n  m a l i g n a n c y  i n  H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s  a s  a  r e s u l t  o f  d e f i c i e n t  
i r n m u n o s u r v e i l l a n c e  o f  o n c o g e n i c  v i r u s e s .  
I n  2 0 0 2 ,  t w o  i n d e p e n d e n t  s t u d i e s  i n v e s t i g a t i n g  h u m a n  l y m p h o m a s  f o u n d  a  s i g n i f i c a n t  
a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  S V 4 0  a n d  N H L ,  w i t h  t h e  f i n d i n g  o f  S V 4 0  T - a g  D N A  i n  4 2 %  a n d  
4 3 %  o f  s p e c i m e n s  t e s t e d  ( V i l c h e z  e t  a l ,  2 0 0 2 ;  S h i v a p u r k a r  e t  a l ,  2 0 0 2 ) .  I n  t h e  s t u d y  b y  
V i l c h e z  e t  a 1  l y m p h o m a  s a m p l e s  w e r e  s c r e e n e d  f o r  t h e  p o l y o m a v i r u s e s ,  S V 4 0 ,  B K V  a n d  
J C V ,  a s  w e l l  a s  E B V  a n d  K S H V  u s i n g  P C R ,  S o u t h e r n  b l o t  h y b r i d i s a t i o n  a n d  s u b s e q u e n t  
D N A  s e q u e n c e  a n a l y s i s .  T h e  s a m p l e  p o p u l a t i o n  t e s t e d  c o n s i s t e d  o f  s y s t e m i c  l y m p h o m a  
s a m p l e s  f r o m  7 6  H I V - p o s i t i v e  a n d  7 6  H I V - n e g a t i v e  p a t i e n t s  a n d  i n c l u d e d  c o n t r o l s  f r o m  
o t h e r  c a n c e r  t y p e s  a n d  h e a l t h y  l y m p h o i d  t i s s u e .  S V 4 0  s e q u e n c e s  w e r e  f o u n d  i n  f o r t y -  
t w o  p e r c e n t  o f  t h e  l y m p h o m a  s a m p l e s  c o m p a r e d  w i t h  n o n e  i n  t h e  c o n t r o l  s a m p l e s  
( V i l c h e z  e t  a l ,  2 0 0 2 ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  o f  t h e  S V 4 0 - p o s i t i v e  s a m p l e s ,  5 0 %  w e r e  f r o m  H I V -  
n e g a t i v e  a n d  3 3 %  f r o m  H I V - p o s i t i v e  i n d i v i d u a l s .  I n  c o n t r a s t ,  d e t e c t i o n  o f  E B V  w a s  
m o r e  c o m m o n l y  a s s o c i a t e d  w i t h  H I V - p o s i t i v e  p a t i e n t s ,  c o r r e l a t i n g  w i t h  p r e v i o u s  r e p o r t s ,  
w h i c h  f o u n d  t h a t  E B V - l y m p h o m a  w a s  m o s t l y  a s s o c i a t e d  w i t h  i m m u n o d e f i c i e n c y .  W h i l e  
i t  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  i m m u n o s u p p r e s s e d  p a t i e n t s  m a y  b e  a t  r i s k  o f  S V 4 0 -  
r e l a t e d  d i s e a s e  s i m i l a r  t o  t h e  h u m a n  p o l y o m a v i r u s e s  B K V  a n d  J C V ,  t h e s e  d a t a  i n d i c a t e  
t h a t  S V 4 0  p o s i t i v e  N H L  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  d e p e n d e n t  o n  p r o n o u n c e d  
i m m u n o d e f i c i e n c y  i n  t h e  h o s t  ( V i l c h e z  e t  a l ,  2 0 0 2 ) .  A l t h o u g h  t h e  n a t u r a l  h i s t o r y  a n d  
d y n a m i c s  o f  S V 4 0  i n f e c t i o n s  i n  H I V  i n f e c t i o n  a n d  o t h e r  i m m u n e - d e f i c i e n c i e s  i s  n o t  y e t  
u n d e r s t o o d  ( V i l c h e z  e t  a l ,  2 0 0 6 ) ,  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  m a y  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  s e m i -  
p e r m i s s i v e  n a t u r e  o f  h u m a n  c e l l s  t o  S V 4 0  i n f e c t i o n ,  w h e r e b y  v i r a l  r e p l i c a t i o n  r e s t r i c t i o n s  
m a y  r e m a i n  i n  p l a c e ,  e v e n  i n  a n  i m m u n o c o m p r o m i s e d  h o s t  ( M a r t i n i  e t  a l ,  2 0 0 7 ) .  
S i n c e  t h e  i n i t i a l  e s t a b l i s h m e n t  o f  S V 4 0 - N H L  a s s o c i a t i o n ,  m o r e  r e p o r t s  h a v e  f o l l o w e d  i n  
w h i c h  S V 4 0  T - a g  D N A  s e q u e n c e s  o r  p r o t e i n  w e r e  d e t e c t e d  i n  h u m a n  N H L  s a m p l e s  
( T a b l e  1 . 2 ) .  I n  t h e s e  s t u d i e s ,  S V 4 0  w a s  m o s t  o f t e n  f o u n d  i n  d i f f u s e  l a r g e  B  c e l l  
l y m p h o m a  a n d  f o l l i c u l a r  l y m p h o m a ,  t w o  o f  t h e  m o s t  c o m m o n  h i s t o l o g i c  t y p e s  o f  B  c e l l  
l y m p h o m a s  a c c o u n t i n g  f o r  a p p r o x i m a t e l y  5 0 - 6 0 %  o f  a l l  c a s e s  o f  N H L  ( V i l c h e z  a n d  
B u t e l ,  2 0 0 3 ~ ) .  T h e  f i n d i n g  o f  S V 4 0  i n  t h e s e  p a r t i c u l a r  t y p e s  o f  N H L  r a i s e s  t h e  q u e s t i o n  
a b o u t  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e  o f  B  c e l l s  i n  t h e  p r o g r e s s i o n  t o  
l y m p h o m a  a n d  s u g g e s t s  t h a t  m a t u r e  B  c e l l s  m a y  b e  m o r e  s u s c e p t i b l e  t h a n  p r e c u r s o r  c e l l s  
t o  t h e  t r a n s f o r m i n g  p o t e n t i a l  o f  S V 4 0 .  F u r t h e r m o r e ,  S V 4 0  h a s  b e e n  f o u n d  i n  t h e  
g e r m i n a l  c e n t r e  B - c e l l  l i k e  ( G C B )  t y p e  o f  d i f f u s e  l a r g e  B  c e l l  l y m p h o m a .  A s  t h e s e  G C  B  
c e l l s  a r e  p o i s e d  f o r  a p o p t o s i s ,  S V 4 0  m a y  f u n c t i o n  t o  i n d u c e  t r a n s f o r m a t i o n  t h r o u g h  
a p o p t o s i s  i n h i b i t i o n ,  a  c o m m o n  m e c h a n i s m  u s e d  b y  o n c o g e n i c  v i r u s e s  ( V i l c h e z  e t  a l ,  
2 0 0 5 ) .  
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D e s p i t e  t h i s  e v i d e n c e ,  s o m e  o t h e r  r e s e a r c h e r s  h a v e  f a i l e d  t o  d e t e c t  S V 4 0  i n  h u m a n  
l y m p h o m a  s a m p l e s  ( M a c K e n z i e  e t  a l ,  2 0 0 3 ,  S u i  e t  a l ,  2 0 0 5 ,  S c h i i l e r  e t  a l ,  2 0 0 6 ) .  I t  i s  
s p e c u l a t e d  t h a t  t h i s  n e g a t i v e  d a t a  c o u l d  b e  d u e  t o  t e c h n i c a l  d i f f i c u l t i e s  i n  l a b o r a t o r y  
d e t e c t i o n  o f  S V 4 0  o r  g e o g r a p h i c  v a r i a t i o n  a c c o r d i n g  t o  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  S V 4 0 -  
c o n t a m i n a t e d  p o l i o  v a c c i n e s .  A n o t h e r  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  t h i s  v a r i a b i l i t y  i n  S V 4 0  d e t e c t i o n  
c o u l d  b e  d u e  t o  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  a  p a r t i c u l a r  p o p u l a t i o n ,  w i t h  e x i s t e n c e  o f  v a r i a t i o n  
i n  t h e  e t h n i c  s u s c e p t i b i l i t y  t o  S V 4 0 .  
A s  f o r  o t h e r  S V 4 0 - a s s o c i a t e d  c a n c e r s ,  t h e r e  h a s  b e e n  a  d r a m a t i c  i n c r e a s e  i n  N H L  
i n c i d e n c e  i n  t h e  l a s t  3 0  y e a r s ,  w i t h  a n  8 0 %  i n c r e a s e  i n  t h e  U S  n o t e d  b e t w e e n  1 9 7 3  a n d  
1 9 9 7  ( S t a u d t  a n d  W i l s o n ,  2 0 0 2 ) .  A l t h o u g h  t h e  r o l e  o f  s o m e  v i r a l  a g e n t s  s u c h  a s  E B V  
h a v e  b e e n  f i r m l y  i m p l i c a t e d  i n  c e r t a i n  l y m p h o m a  t y p e s ,  q u e s t i o n s  a r i s e  r e g a r d i n g  t h e  
p o s s i b i l i t y  o f  S V 4 0  b e i n g  l i n k e d  t o  t h i s  i n c r e a s e ,  a n d  w h e t h e r  i t  i s  a  c a u s a t i v e  a g e n t  o f  
N H L .  A s  y e t ,  s t u d i e s  i n v e s t i g a t i n g  t h e  r o l e  o f  S V 4 0  i n  N H L  h a v e  r a i s e d  m o r e  q u e s t i o n s  
t h a n  a n s w e r s ;  i s  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  S V 4 0  w i t h  N H L  c a u s a l  o r  i n c i d e n t a l ?  
D o e s  S V 4 0  
i n i t i a t e  t u m o u r i g e n i c  e v e n t s  i n  N H L  o r  d o  t u m o u r s  o f f e r  a  m i c r o e n v i r o n m e n t  t h a t  f a v o u r s  
v i r a l  r e p l i c a t i o n  i n  h u m a n s  w i t h  l a t e n t  S V 4 0  i n f e c t i o n ?  ( W h i t e  a n d  K h a l i l i ,  2 0 0 4 ) .  T h e s e  
a r e  i m p o r t a n t  q u e s t i o n s  t h a t  h a v e  y e t  t o  b e  a d d r e s s e d  e x p e r i m e n t a l l y .  
A l t h o u g h  a  s i g n i f i c a n t  b o d y  o f  r e s e a r c h  h a s  i n v e s t i g a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  S V 4 0  i n  h u m a n  
l y m p h o m a  s a m p l e s ,  f e w  s t u d i e s  h a v e  f o c u s e d  o n  t h e  m e c h a n i s m  o f  S V 4 0  i n t e r a c t i o n  w i t h  
h u m a n  l y m p h o c y t e s .  I n  o n e  s m a l l - s c a l e  s t u d y ,  D o l c e t t i  e t  a 1  d e s c r i b e d  t h e  p r e s e n c e  a n d  
p e r s i s t e n c e  o f  S V 4 0  i n  E B V - i m m o r t a l i s e d  B - l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s  f o r  a  t i m e  p e r i o d  o f  
a b o u t  4 - 6  m o n t h s  ( D o l c e t t i  e t  a l ,  2 0 0 3 ) .  F e w  e x p e r i m e n t a l  m e t h o d s  a r e  d e t a i l e d ,  
h o w e v e r ,  a n d  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  S V 4 0  d e t e c t i o n  m e t h o d  u s e d  i s  q u e s t i o n a b l e .  I n  
a d d i t i o n ,  t h e  p r e s e n c e  o f  E B V  i n  s o m e  c e l l  l i n e s  e x a m i n e d  r a i s e s  c o n c e r n  a b o u t  t h e  
c o n t r i b u t i o n  o f  E B V  t o  t h e  c e l l u l a r  e f f e c t s  o b s e r v e d  a n d  i t s  a b i l i t y  t o  p e r h a p s  l i m i t  S V 4 0  
r e p l i c a t i o n .  I n  a n o t h e r  b r i e f  s t u d y  b y  S h a i k h ,  S V 4 0 - n e g a t i v e  B - l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s  
w e r e  i n f e c t e d  w i t h  S V 4 0  a n d  m o n i t o r e d  f o r  p r o d u c t i v e  i n f e c t i o n  a f t e r  t w o  d a y s  ( S h a i k h  e t  
a l ,  2 0 0 4 ) .  I n  t h i s  s t u d y ,  v i r u s  l e v e l s  w e r e  e x a m i n e d  a n d  f o u n d  t o  b e  l o w ,  b u t  s a m p l e s  f o r  
S V 4 0  d e t e c t i o n  w e r e  t a k e n  a t  o n l y  o n e  e a r l y  t i m e  p o i n t  w h e n  l i t t l e  e f f e c t s  w o u l d  b e  
e x p e c t e d .  N e v e r t h e l e s s ,  d e s p i t e  t h e  l i m i t a t i o n s  o f  t h e s e  s t u d i e s ,  t h e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h e  
p o t e n t i a l  r o l e  f o r  S V 4 0  i n  l y m p h o m a g e n e s i s  a n d  e n c o u r a g e d  m u c h  n e e d e d  i n v e s t i g a t i o n  
t o  e x a m i n e  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  S V 4 0  w i t h  l y m p h o c y t e s  a n d  t h e  e f f e c t  o f  t h e  v i r u s  o n  t h i s  
t y p e  o f  h u m a n  c e l l .  
1 . 8  M e t h o d s  u s e d  f o r  t h e  s t u d y  o f  S V 4 0  l y m p h o m a g e n e s i s  
T o  d a t e  c o n v e n t i o n a l  m e t h o d s  u s e d  t o  s t u d y  v i r a l - l y m p h o c y t e  i n t e r a c t i o n  r e l y  o n  t h e  
m o n i t o r i n g  o f  c e l l  g r o w t h  f o l l o w i n g  i n  v i t r o  v i r a l  i n f e c t i o n .  M o r e  r e c e n t l y ,  t h e  
a p p l i c a t i o n  o f  m o l e c u l a r  b i o l o g y  t e c h n i q u e s  h a s  i n c r e a s e d  s p e c i f i c i t y  a n d  s e n s i t i v i t y  f o r  
d e t e c t i n g  a n d  q u a n t i f y i n g  a  v i r a l  g e n o m e  a n d  i t s  e x p r e s s i o n .  
1 . 8 . 1  C e l l  c u l t u r e  
A s  w i t h  a l l  v i r u s e s ,  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  S V 4 0  w i t h  h u m a n  c e l l s  c a n  b e  e x a m i n e d  b y  t h e  u s e  
o f  a  c e l l  c u l t u r e  s y s t e m .  E a r l y  t i s s u e  c u l t u r e  s t u d i e s  c a r r i e d  o u t  a f t e r  i n i t i a l  d i s c o v e r y  o f  
S V 4 0  s h o w e d  t h a t  t h e  v i r u s  w a s  c a p a b l e  o f  t r a n s f o r m i n g  a  n u m b e r  o f  c e l l  t y p e s  i n  v i t r o ,  
i n c l u d i n g  h u m a n  c e l l s  ( S c h e i n  a n d  E n d e r s ,  1 9 6 2 ) .  T h e s e  s t u d i e s  p r o v e d  i n v a l u a b l e  i n  
i n v e s t i g a t i n g  t h e  e f f e c t  o f  t h e  v i r u s  o n  h u m a n  c e l l s .  C e l l  c u l t u r e  a n a l y s i s  i s ,  h o w e v e r ,  
l i m i t e d  w h e n  u s e d  i n  i s o l a t i o n  a n d  m u c h  m o r e  i n f o r m a t i o n  c a n  b e  g a i n e d  b y  t h e  m o r e  
s e n s i t i v e  m o l e c u l a r  t e c h n o l o g y  c u r r e n t l y  a v a i l a b l e .  
W h e n  s t u d y i n g  l y m p h o c y t e s ,  p r i m a r y  c e l l s  o r  i m m o r t a l i s e d  c e l l  l i n e s  c a n  b e  u s e d .  A  
p r i m a r y  l y m p h o i d  c e l l  c u l t u r e  c o m p r i s e s  a  h e t e r o g e n e o u s  g r o u p  o f  c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  a  
h u m a n  t h a t  h a v e  a  f i n i t e  l i f e  s p a n  i n  e x  v i v o  c u l t u r e .  P r i m a r y  c e l l s  a r e  u s e f u l  b e c a u s e  t h e y  
a r e  n o r m a l  c e l l s  t h a t  h a v e  n o t  b e e n  p a s s a g e d  e x t e n s i v e l y  i n  c u l t u r e  a n d  t h e s e  c e l l s  c a r r y  
t h e  s a m e  g e n e t i c  c o m p l e m e n t  a s  t h e  h o s t  f r o m  w h i c h  t h e y  w e r e  d e r i v e d  ( A h u j a  e t  a l ,  
2 0 0 5 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e y  m a y  b e  m o r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  a n  i n  v i v o  v i r a l - c e l l  i n t e r a c t i o n .  
H o w e v e r ,  p r i m a r y  c e l l s  a r e  d i f f i c u l t  t o  w o r k  w i t h  b e c a u s e  t h e y  c a n  o n l y  b e  c u l t u r e d  f o r  a  
l i m i t e d  t i m e  b e f o r e  t h e  c e l l s  s t o p  d i v i d i n g ,  m e a n i n g  t h a t  i t  i s  n o t  f e a s i b l e  t o  u s e  t h e m  i n  
s t u d i e s  o v e r  a  p e r i o d  o f  t i m e .  I n  a d d i t i o n ,  p r i m a r y  c e l l s  c o n s i s t  o f  a  m i x t u r e  o f  c e l l  t y p e s  
a n d  s a m p l e s  d i f f e r  b e t w e e n  d o n o r s .  T h e s e  m i x e d  c e l l s  m a y  r e s p o n d  d i f f e r e n t l y  t o  
o n c o g e n i c  s i g n a l s ,  c o m p l i c a t i n g  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  ( A h u j a  e t  a l ,  
2 0 0 5 ) .  
T o  a v o i d  t h e  p r o b l e m s  o f  p r i m a r y  l y m p h o i d  c e l l  c u l t u r e s ,  c l o n e d  l y m p h o i d  c e l l  l i n e s  a r e  
u s e d  i n  v i r a l - l y m p h o m a g e n e s i s  s t u d i e s .  I n  c o n t r a s t  t o  p r i m a r y  c e l l s ,  t u r n o u r  c e l l s  o r  
n o r m a l  c e l l s  t h a t  h a v e  u n d e r g o n e  c h e m i c a l  o r  v i r a l  t r a n s f o r m a t i o n ,  r e f e r r e d  t o  a s  c e l l  
l i n e s ,  c a n  b e  p r o p a g a t e d  i n d e f i n i t e l y  i n  t i s s u e  c u l t u r e  a n d  a r e  s a i d  t o  b e  i m m o r t a l  ( K i n d t  e t  
a l ,  2 0 0 7 ) .  T h e  g r e a t  a d v a n t a g e s  o f  c l o n e d  l y m p h o i d  c e l l  l i n e s  a r e  t h a t  t h e y  c a n  b e  g r o w n  
f o r  e x t e n d e d  p e r i o d s  i n  t i s s u e  c u l t u r e ,  a b u n d a n t  s a m p l e s  o f  c e l l s  m a y  b e  o b t a i n e d  a t  a n y  
t i m e  a n d  b e c a u s e  t h e  c e l l s  a r e  h o m o g e n e o u s  t h i s  a l l o w s  e x p e r i m e n t s  t o  b e  r e p r o d u c i b l e  
a n d  e n a b l e s  t h e  d e v e l o p m e n t  a n d  o p t i m i s a t i o n  o f  e x p e r i m e n t a l  t e c h n i q u e s .  O f  c o u r s e ,  
s i n c e  c e l l  l i n e s  a r e  d e r i v e d  f r o m  t u m o u r  c e l l s  o r  t r a n s f o r m e d  c e l l s ,  t h e y  m a y  h a v e  
u n k n o w n  g e n e t i c  c o n t r i b u t i o n s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  t u m o u r  o r  o f  t h e  t r a n s f o r m e d  s t a t e .  
C a u t i o n  m u s t  t h e r e f o r e  b e  e x e r c i s e d  w h e n  e x t r a p o l a t i n g  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  c e l l  l i n e s  t o  
i n  v i v o  v i r a l - h o s t  c e l l  i n t e r a c t i o n  ( K i n d t  e t  a l ,  2 0 0 7 ) .  N e v e r t h e l e s s ,  c e l l  l i n e s  h a v e  m a d e  a  
m a j o r  c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  s t u d y  o f  v i r o l o g y  a n d  i m m u n e  s y s t e m  r e s p o n s e s ,  a n d  m a n y  
m o l e c u l a r  e v e n t s  d i s c o v e r e d  i n  e x p e r i m e n t s  u s i n g  t r a n s f o r m e d  c e l l  l i n e s  h a v e  b e e n  s h o w n  
t o  m i r r o r  e v e n t s  i n  n o r m a l  l y m p h o c y t e s  i n  v i v o  ( K i n d t  e t  a l ,  2 0 0 7 ) .  
T o  d a t e ,  t h e r e  h a v e  b e e n  l i m i t e d  s t u d i e s  o f  S V 4 0  l y m p h o m a g e n e s i s  u s i n g  l y m p h o c y t e  c e l l  
l i n e s .  I n  p a r t i c u l a r ,  s t u d i e s  h a v e  l a c k e d  a  c o n t r o l l e d  o p t i m i s e d  d e s i g n  a p p r o a c h  i n  w h i c h  
v i r a l - l y m p h o c y t e  i n t e r a c t i o n  i s  m o n i t o r e d  o v e r  t i m e .  S u c h  a  t i m e  c o u r s e  e x p e r i m e n t  
c o u l d  o f f e r  n o v e l  i n s i g h t s  i n t o  t h e  m e c h a n i s m  o f  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h i s  m o n k e y  v i r u s  
a n d  h u m a n  l y m p h o c y t e s .  
1 . 8 . 2  F l o w  C y t o m e t r y  
U p  u n t i l  t h e  1 9 8 0 s ,  t h e  l y m p h o c y t e  c e l l  s u r f a c e  w a s  l a r g e l y  u n c h a r a c t e r i s e d .  T h e  a d v e n t  
o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  a l l o w e d  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  l y m p h o c y t e  s p e c i f i c  s u r f a c e  
m o l e c u l e s .  T h e s e  m a r k e r s  w e r e  d e s i g n a t e d  a s  ' c l u s t e r s  o f  d i f f e r e n t i a t i o n '  ( C D )  b y  t h e  
W o r l d  H e a l t h  O r g a n i s a t i o n  ( W H O ) .  A m o n g  t h e  f u n c t i o n s  o f  t h e s e  m o l e c u l e s  i s  t h e  
r e g u l a t i o n  o f  l y m p h o c y t e  d e v e l o p m e n t  a n d  i n  f a c i l i t a t i n g  c o m m u n i c a t i o n  w i t h  t h e  
e x t r a c e l l u l a r  e n v i r o n m e n t  v i a  a  n e t w o r k  o f  c y t o k i n e s  a n d  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  ( L e B i e n  
a n d  T e d d e r ,  2 0 0 8 ) .  F l o w  c y t o m e t r y  i s  a  v a l u a b l e  t e c h n i q u e  f o r  l y m p h o c y t e  
c h a r a c t e r i s a t i o n ,  e n a b l i n g  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r s  a n d  c e l l u l a r  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n .  T h i s  m e t h o d  a l l o w s  t h e  s i m u l t a n e o u s  m e a s u r e m e n t  a n d  a n a l y s i s  o f  m u l t i p l e  
p h y s i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  a  s i n g l e  c e l l  a s  i t  f l o w s  i n  a  f l u i d  s t r e a m  t h r o u g h  a  b e a m  o f  
l i g h t  ( B D  B i o s c i e n c e s ,  2 0 0 0 ) .  I t  i s  a  q u i c k l y  e x p a n d i n g  t e c h n o l o g y  t h a t  h a s  i n c r e a s e d  i n  
p o p u l a r i t y  s i n c e  t h e  1 9 7 0 s  a n d  i s  n o w  u s e d  f r e q u e n t l y  i n  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  i m m u n e  
r e s p o n s e  t o  i n f e c t i o u s  a g e n t s .  
A  f l o w  c y t o m e t e r  c o n s i s t s  o f  t h r e e  m a i n  s y s t e m s :  f l u i d i c s ,  o p t i c s  a n d  e l e c t r o n i c s .  T h e  
f l u i d i c s  s y s t e m  t r a n s p o r t s  c e l l s  i n  s i n g l e  f i l e  i n  s u s p e n s i o n  t o  t h e  o p t i c s  s y s t e m ,  w h i c h  
c o n s i s t s  o f  l a s e r s  t o  i l l u m i n a t e  t h e  c e l l s .  T h e  l i g h t  s c a t t e r e d  a n d  f l u o r e s c e n c e  e m i t t e d  b y  
t h e  c e l l s  i s  t h e n  f i l t e r e d  a n d  c o l l e c t e d  a n d  t h e  r e s u l t i n g  l i g h t  s i g n a l s  a r e  d i r e c t e d  t o  t h e  
a p p r o p r i a t e  d e t e c t o r s .  T h e  e l e c t r o n i c s  s y s t e m  t h e n  c o n v e r t s  t h e  d e t e c t e d  l i g h t  s i g n a l s  i n t o  
s i g n a l s  t h a t  c a n  b e  p r o c e s s e d  b y  a  c o m p u t e r  u s i n g  s p e c i a l i s e d  s o f t w a r e  ( B D  B i o s c i e n c e s ,  
2 0 0 0 ) .  
L i g h t  s c a t t e r i n g  o c c u r s  w h e n  l a s e r  l i g h t  s t r i k e s  a  c e l l / p a r t i c l e  c a u s i n g  t h e  i n c i d e n t  l i g h t  t o  
b e  d e f l e c t e d .  T h e  e x t e n t  t o  w h i c h  t h i s  o c c u r s  d e p e n d s  o n  t h e  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  o f  a  
p a r t i c l e ,  n a m e l y  i t s  s i z e  a n d  i n t e r n a l  c o m p l e x i t y .  F o r w a r d - s c a t t e r e d  l i g h t  ( F S C )  i s  l i g h t  
t h a t  i s  s c a t t e r e d  i n  t h e  f o r w a r d  d i r e c t i o n ,  a l o n g  t h e  s a m e  a x i s  a s  t h e  l a s e r  i s  t r a v e l l i n g ,  a n d  
i s  d e t e c t e d  i n  t h e  f o r w a r d  s c a t t e r  c h a n n e l .  T h e  i n t e n s i t y  o f  t h i s  s i g n a l  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  
t h e  c e l l - s u r f a c e  a r e a  o r  s i z e .  L a s e r  l i g h t  t h a t  i s  s c a t t e r e d  a t  9 0 "  t o  t h e  a x i s  o f  t h e  l a s e r  p a t h  
i s  t e r m e d  s i d e - s c a t t e r e d  l i g h t  ( S S C )  a n d  i s  d e t e c t e d  i n  t h e  s i d e  s c a t t e r  c h a n n e l .  T h e  
i n t e n s i t y  o f  t h i s  s i g n a l  i s  a t t r i b u t e d  t o  c e l l  g r a n u l a r i t y  o r  i n t e r n a l  c o m p l e x i t y  ( F i g u r e  1 . 8 ) .  
I n  f l o w  c y t o m e t r y ,  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  o n  l y m p h o c y t e s  i s  m e a s u r e d  u s i n g  
f l u o r o c h r o m e - l a b e l l e d  t a r g e t  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s .  T h e s e  f l u o r o p h o r e s  a b s o r b  l i g h t  e n e r g y  
a t  o n e  w a v e l e n g t h  ( e x c i t a t i o n )  a n d  e m i t  l i g h t  a t  a n o t h e r  w a v e l e n g t h  ( e m i s s i o n )  t h a t  i s  
c h a r a c t e r i s t i c  f o r  t h a t  c o m p o u n d .  A  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  f l u o r e s c e n t  l a b e l s  c a n  b e  u s e d  
s i m u l t a n e o u s l y  a s  l o n g  a s  t h e  p e a k  e m i s s i o n  w a v e l e n g t h s  d o  n o t  o v e r l a p .  
F l o w  c y t o m e t r y  i s  c o m m o n l y  u s e d  i n  t h e  d i a g n o s t i c  l a b o r a t o r y  f o r  i m m u n o p h e n o t y p i n g  
o f  l e u k a e m i a  a n d  l y m p h o m a  c a s e s ,  w h e r e  t h e  s e v e r i t y  o f  d i s e a s e  c a n  c o r r e l a t e  t o  t h e  c e l l  
s u r f a c e  m a r k e r s  e x p r e s s e d  ( K w o n g ,  2 0 0 7 ) .  I n  a d d i t i o n ,  f l o w  c y t o m e t r y  c a n  b e  u s e d  t o  
a n a l y s e  c e l l  s u r f a c e  a n d  i n t r a c e l l u l a r  m a r k e r s  i n  v i r a l l y  i n f e c t e d  c e l l s .  C e l l  s u r f a c e  
e x p r e s s i o n  o f  p r o t e i n s  s u c h  a s  M H C  a n d  c o - s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  i s  r e q u i r e d  t o  i n i t i a t e  
a n d  s u s t a i n  a n  a n t i g e n - s p e c i f i c  i m m u n e  r e s p o n s e .  A b l a t i o n  o r  a l t e r a t i o n  o f  t h e  s u r f a c e  
e x p r e s s i o n  o f  t h e s e  m o l e c u l e s  i n v o l v e d  i n  f o r m i n g  a n  i m m u n o l o g i c a l  s y n a p s e  b e t w e e n  
v i r u s - i n f e c t e d  a n d  i m m u n e  s y s t e m  c e l l s  i s  e x p l o i t e d  b y  v i r u s e s  f o r  i m m u n e  e v a s i o n  
( T o r t o r e l l a  e t  a l ,  2 0 0 0 ) .  C o - s t i m u l a t o r y  m a r k e r s  s u c h  a s  C D 8 0  a n d  C D 8 6  ( a l s o  k n o w n  a s  
B 7 - 1  a n d  B 7 - 2 )  a r e  p r e s e n t  o n  t h e  s u r f a c e  o f  a n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l s  ( A P C s ) ,  w h i c h  
i n c l u d e  B - l y m p h o c y t e s .  I n t e r a c t i o n  o f  A P C s  w i t h  T  c e l l s  i s  r e q u i r e d  f o r  T  c e l l  a c t i v a t i o n  
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Figure 1.8: Principle of flow cytometry 
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A stained cell suspension is shown entering sample core in single file and then being transported to the optics system where lasers illuminate the cells. The resulting scattered 
and emitted light signals are detected and converted to electronic pulses that can be processed by the computer to produce data displays of side scattered light (SSC), relating 
to cell granularity, forward scattered light (FSC), attributed to cell size, and fluorescence emission fiom fluorochrome labelled antibody (FL-1, FL-2 and FL-3). 
Figure adapted fiom BD Biosciences, 2000 
i n  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a  s p e c i f i c  i m m u n e  r e s p o n s e .  I n  T  c e l l - A P C  i n t e r a c t i o n ,  t h e  T  c e l l  
r e c e p t o r  ( T C R )  e n g a g e s  w i t h  a n t i g e n i c  p e p t i d e s  p r e s e n t e d  b y  M H C  m o l e c u l e s  o n  t h e  
A P C .  T h i s  M H C - T C R  i n t e r a c t i o n  a l o n e  i s  i n s u f f i c i e n t  f o r  T  c e l l  a c t i v a t i o n  a n d  c o -  
s t i m u l a t o r y  s i g n a l s  a r e  r e q u i r e d  g e n e r a t e d  b y  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  C D 2 8  o n  t h e  T  c e l l  w i t h  
C D 8 0  a n d  C D 8 6  o n  t h e  A P C  ( F i g u r e  1 . 9 ) .  
O t h e r  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r s  c o m m o n l y  e x a m i n e d  i n  l y m p h o c y t e  i n t e r a c t i o n s  a r e  a c t i v a t i o n  
m a r k e r s  s u c h  a s  C D 2 5  a n d  C D 6 9 .  C D 6 9  i s  o n e  o f  t h e  e a r l i e s t  m o l e c u l e s  t o  b e  e x p r e s s e d  
f o l l o w i n g  s t i m u l a t i o n  a n d  i s  t h e r e f o r e  u s e d  a s  a  m a r k e r  o f  l y m p h o c y t e  a c t i v a t i o n  i n  v i v o  
a n d  i n  v i t r o  ( Z i e g l e r  e t  a l ,  1 9 9 4 ) .  C D 6 9  i s  a n  e a r l y  m e m b r a n e  r e c e p t o r  t r a n s i e n t l y  
i n d u c e d  o n  B  a n d  T  l y m p h o c y t e s  i n  a d d i t i o n  t o  m a n y  o t h e r  h a e m a t o p o i e t i c  c e l l s  ( M a r z i o  
e t  a l ,  1 9 9 9 ) .  A l t h o u g h  t h e  p r e c i s e  r o l e  o f  C D 6 9  i s  u n k n o w n ,  w i t h  i t s  s p e c i f i c  l i g a n d  a l s o  
y e t  t o  b e  i d e n t i f i e d ,  e x p r e s s i o n  o f  C D 6 9  i s  t h o u g h t  t o  a c t i v a t e  c y t o k i n e  g e n e  e x p r e s s i o n  
a n d  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  ( M a r z i o  e t  a l ,  1 9 9 9 ) .  I t  i s  t h o u g h t  t h a t  C D 6 9  i s  l i k e l y  t o  b e  
a  p l e i o t r o p i c  i m m u n e  r e g u l a t o r  i n v o l v e d  i n  t h e  a c t i v a t i o n  o f  a  w i d e  v a r i e t y  o f  
h a e m a t o p o i e t i c  c e l l s  a n d  m a y  a c t  a s  a  r e g u l a t o r y  m o l e c u l e  i n  t h e  m o d u l a t i o n  o f  a n  
i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  ( S a n c h o  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  
A l t h o u g h  t h e  a b i l i t y  o f  o t h e r  v i r u s e s  t o  m o d u l a t e  t h e s e  c e l l  s u r f a c e  m o l e c u l e s  h a s  b e e n  
d o c u m e n t e d ,  t h i s  p h e n o m e n o n  h a s  n o t  y e t  b e e n  e x a m i n e d  i n  h u m a n  l y m p h o c y t e s  i n f e c t e d  
w i t h  S V 4 0 .  U n l i k e  o t h e r  S V 4 0 - c a n c e r  a s s o c i a t i o n s ,  s i n c e  t h e  t a r g e t  l y m p h o c y t e s  a r e  
i m m u n e  c e l l s ,  t h i s  p r o v i d e s  t h e  o p p o r t u n i t y  o f  s t u d y i n g  S V 4 0  l y m p h o c y t e - i n t e r a c t i o n  i n  
t e r m s  o f  v i r a l  e f f e c t  o n  a n  a r r a y  o f  s u r f a c e  m a r k e r s  a n d  i m m u n e  m e d i a t o r s  i n v o l v e d  i n  t h e  
i m m u n e  r e s p o n s e .  T h i s  a n a l y s i s  c o u l d  o f f e r  c l u e s  t o  u n d e r s t a n d i n g  S V 4 0  p e r s i s t e n c e  a n d  
l y m p h o m a g e n e s i s .  
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F i g u r e  1 . 9 :  I n t e r a c t i o n  o f  c o - s t i m u l a t i o n  m o l e c u l e s  C D 8 0  a n d  C D 8 6  w i t h  T  c e l l s  
D i a g r a m  o f  i m m u n o l o g i c a l  s y n a p s e  s t r u c t u r e  s h o w i n g  i n t e r a c t i o n  o f  s u r f a c e  m a r k e r s  C D 8 0  a n d  C D 8 6  
o n  a n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l s  ( B  c e l l s ,  d e n d r i t i c  c e l l s  o r  m a c r o p h a g e s )  w i t h  C D 2 8  a n d  C T L A - 4  o n  T  c e l l s .  
A n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l s  p r e s e n t  a  s p e c i f i c  a n t i g e n  o n  M H C  m o l e c u l e s  t o  t h e  T  c e l l  r e c e p t o r  o f  T  c e l l s .  
C o - s t i r n u l a t o r y  s i g n a l s  a r e  r e q u i r e d  f o r  o p t i m a l  T  c e l l  a c t i v a t i o n  a n d  a r e  g e n e r a t e d  b y  b i n d i n g  o f  C D 8 0  
a n d  C D 8 6  o n  a n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l s  t o  C D 2 8  o n  T  c e l l s .  C T L A - 4  i s  t h e  c o - i n h i b i t o r y  c o u n t e r p a r t  o f  
C D 2 8 .  
A P C ;  a n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l ,  C D ;  c l u s t e r  o f  d i f f e r e n t i a t i o n ,  M H C ;  m a j o r  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  c o m p l e x ,  
T C R ;  T  c e l l  r e c e p t o r ,  C T L A - 4 ;  c y t o t o x i c  T  l y m p h o c y t e - a s s o c i a t e d - 4  
F i g u r e  t a k e n  f i o m  Z o u  a n d  C h e n ,  2 0 0 8 .  
I n  a d d i t i o n  t o  s u r f a c e  m a r k e r  i n t e r a c t i o n s ,  f l o w  c y t o r n e t r y  c a n  b e  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  
i n t r a c e l l u l a r  v i r a l  p r o t e i n s .  A  r e c e n t  s t u d y  i n v e s t i g a t i n g  S V 4 0 - l y m p h o m a g e n e s i s  i n  t h e  
S y r i a n  g o l d e n  h a m s t e r  m o d e l  d e m o n s t r a t e d  t h e  u s e f u l n e s s  o f  f l o w  c y t o m e t r y  i n  
c h a r a c t e r i s i n g  p o p u l a t i o n s  o f  l y m p h o i d  c e l l s  a n d  a l s o  i n  t h e  d e t e c t i o n  o f  i n t r a c e l l u l a r  
S V 4 0  l a r g e  T - a g  ( M c N e e s  e t  a l ,  2 0 0 9 ) .  S V 4 0  T - a g  i s  t h e  m a j o r  v i r a l  o n c o p r o t e i n  a n d  a  
n e c e s s a r y  c o m p o n e n t  f o r  v i r a l  r e p l i c a t i o n .  T - a g  e x p r e s s i o n  i n  h u m a n  a n d  a n i m a l  t i s s u e s  
h a s  b e e n  p e r f o r m e d  u s i n g  i m m u n o h i s t o c h e r n i c a l  a n d  i m m u n o f l u o r e s c e n t  s t a i n i n g .  F l o w  
c y t o m e t r y  o f f e r s  t h e  a d v a n t a g e s  o f  g e n e r a t i n g  q u a n t i t a t i v e  d a t a  i n  m u l t i p l e  p a r a m e t e r s  
s i m u l t a n e o u s l y .  
1 . 8 . 3  N u c l e i c  a c i d  d e t e c t i o n  o f  S V 4 0  D N A  
P r i o r  t o  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  n u c l e i c  a c i d  a m p l i f i c a t i o n  m e t h o d s ,  S V 4 0  m o l e c u l a r  d e t e c t i o n  
m e t h o d s  w e r e  l a r g e l y  b a s e d  o n  D N A  h y b r i d i s a t i o n  s t r a t e g i e s .  W h i l s t  t h e s e  p r o b e - b a s e d  
m e t h o d s  o f f e r e d  a  h i g h  l e v e l  o f  s p e c i f i c i t y ,  t h e y  l a c k e d  e q u i v a l e n t  l e v e l s  o f  s e n s i t i v i t y .  
T h e  a d v e n t  o f  c o n v e n t i o n a l  P C R - b a s e d  t e c h n i q u e s  i n  t h e  e a r l y  1 9 9 0 s  p r o v i d e d  a  m o r e  
s e n s i t i v e  m e t h o d  o f  v i r a l  n u c l e i c  a c i d  d e t e c t i o n  a n d  s o o n  b e c a m e  t h e  p r e f e r r e d  d i a g n o s t i c  
m e t h o d  ( G a r c e a  a n d  I m p e r i a l e ,  2 0 0 3 ) .  I n  m o r e  r e c e n t  y e a r s ,  P C R - b a s e d  m e t h o d s  h a v e  
b e e n  f u r t h e r  d e v e l o p e d  t o  o f f e r  i m p r o v e d  p e r f o r m a n c e  a n d  g r e a t e r  p o t e n t i a l  i n  t h e  f i e l d  o f  
v i r o l o g y .  
I n  t h e  l a s t  t e n  y e a r s ,  r e a l - t i m e  P C R  h a s  e m e r g e d  i n  t h e  f i e l d  o f  m o l e c u l a r  b i o l o g y  a n d  i s  
n o w  u s e d  i n  a n  i n c r e a s i n g  n u m b e r  o f  a p p l i c a t i o n s .  I n  c o n t r a s t  t o  c o n v e n t i o n a l  o r  e n d -  
p o i n t  P C R ,  i n  r e a l - t i m e  P C R  s y s t e m s  t h e  t a r g e t  D N A  i s  a m p l i f i e d  a n d  d e t e c t e d  o n  a n  
a u t o m a t e d  a n a l y t i c a l  p l a t f o r m .  A r n p l i c o n  a c c u m u l a t i o n  i s  d e t e c t e d  i n  r e a l  t i m e  u s i n g  a  
f l u o r e s c e n t  r e p o r t e r  i n s t e a d  o f  c o n v e n t i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  T h e  t a r g e t  D N A  i s  
m e a s u r e d  d u r i n g  e a c h  P C R  c y c l e  r a t h e r  t h a n  s t a n d a r d  e n d - p o i n t  d e t e c t i o n .  T h i s  r e a l - t i m e  
d e t e c t i o n  o f  P C R  p r o d u c t  n o t  
o n l y  f a c i l i t a t e s  e x q u i s i t e  d e t e c t i o n  s e n s i t i v i t y  a n d  
c o n f i r m a t i o n  o f  p r o d u c t ,  b u t  m o s t  i m p o r t a n t l y  i t  f a c i l i t a t e s  q u a n t i f i c a t i o n  o f  t a r g e t  D N A  
i . e .  r e a l  t i m e  q u a n t i t a t i v e  P C R  ( R Q - P C R ) .  
P r i n c i p l e  of R Q - P C R  
A n  R Q - P C R  r e a c t i o n  c o n t a i n s  a l l  t h e  c o m p o n e n t s  u s e d  f o r  c o n v e n t i o n a l  P C R  w i t h  t h e  
a d d i t i o n  o f  a  f l u o r e s c e n t  r e p o r t e r .  S i n c e  t h e  r e p o r t e r  o n l y  f l u o r e s c e s  w h e n  a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e  a m p l i c o n ,  t h e  i n c r e a s e  i n  r e c o r d e d  f l u o r e s c e n c e  s i g n a l  d u r i n g  a m p l i f i c a t i o n  i s  i n  
d i r e c t  p r o p o r t i o n  t o  t h e  a m o u n t  o f  a m p l i f i c a t i o n  p r o d u c t  i n  t h e  r e a c t i o n .  D u r i n g  t h e  e a r l y  
c y c l e s  o f  t h e  a m p l i f i c a t i o n  r e a c t i o n ,  b a c k g r o u n d  f l u o r e s c e n c e  i s  m e a s u r e d .  D e t e c t i o n  o f  a  
t a r g e t  g e n e  o c c u r s  a t  t h e  t h r e s h o l d  c y c l e ,  C T ,  t h e  c y c l e  i n  w h i c h  t h e  n o r m a l i s e d  r e p o r t e r  
f l u o r e s c e n c e  i n c r e a s e s  t e n  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  a b o v e  t h e  m e a n  b a c k g r o u n d  f l u o r e s c e n c e  
i n  t h e  f i r s t  1 5  c y c l e s .  T e s t  s a m p l e s  a r e  a n a l y s e d  i n  t h e  s a m e  a s s a y  a s  e x t e r n a l  s t a n d a r d  
c o n t r o l s ,  a n d  q u a n t i f i c a t i o n  o f  g e n e s  i s  t h e n  e x t r a p o l a t e d  f r o m  a  s t a n d a r d  c u r v e  g e n e r a t e d  
b y  p l o t t i n g  C T  v e r s u s  c o p y  n u m b e r  o f  t a r g e t  g e n e .  
S o m e  c o m m o n l y  u s e d  f l u o r o g e n i c  o l i g o n u c l e o t i d e  p r o b e s  r e l y  o n  f l u o r e s c e n c e  r e s o n a n c e  
e n e r g y  t r a n s f e r  ( F R E T )  b e t w e e n  t w o  f l u o r o g e n i c  l a b e l s  o r  b e t w e e n  o n e  f l u o r o p h o r e  a n d  a  
d a r k  o r  n o n - f l u o r e s c e n t  q u e n c h e r  ( N F Q ) .  F R E T  i s  a  s p e c t r o s c o p i c  p r o c e s s  w h e r e  t h e r e  i s  
t r a n s f e r  o f  e n e r g y  f r o m  h i g h  t o  l o w  w h e n  a  h i g h - e n e r g y  d y e  i s  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  a  
l o w - e n e r g y  d y e .  T h e  g e n e r a l  p r i n c i p l e  o f  a m p l i c o n  d e t e c t i o n  u s i n g  s u c h  p r o b e s  i s  b a s e d  
o n  t h e  p r i n c i p l e  t h a t  i f  a  f l u o r e s c e n t  d y e  i s  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  a  q u e n c h e r  d y e  i n  t h e  
s a m e  p r o b e  m o l e c u l e  ( w h i c h  d i s p e r s e s  e n e r g y  a s  h e a t  r a t h e r  t h a n  f l u o r e s c e n c e )  t h e  
f l u o r e s c e n t  s i g n a l  g e n e r a t e d  b y  t h e  f l u o r e s c e n t  d y e  i n  r e s p o n s e  t o  e x c i t a t i o n  i s  ' a d s o r b e d '  
b y  t h e  n e a r b y  q u e n c h i n g  d y e ,  r e s u l t i n g  i n  n o  f l u o r e s c e n t  s i g n a l .  H o w e v e r ,  u p o n  P C R  
a m p l i f i c a t i o n ,  t h e  f l u o r e s c e n t  d y e  a n d  t h e  q u e n c h i n g  d y e  b e c o m e  s p a t i a l l y  s e p a r a t e d  b y  
p r o b e  d i s p l a c e m e n t ,  r e s u l t i n g  i n  l o s s  o f  F R E T  b e t w e e n  t h e  f l u o r e s c e n t  a n d  q u e n c h i n g  
d y e s ,  u l t i m a t e l y  p r o d u c i n g  a  f l u o r e s c e n t  s i g n a l .  O f  t h e  r a n g e  o f  d y e  c h e m i s t r i e s  u s e d  i n  
F R E T  p r o b e s ,  d u a l - l a b e l l e d  o r  T a q M a n  p r o b e s  a r e  m o s t  c o m m o n l y  e m p l o y e d  i n  
m o l e c u l a r  d e t e c t i o n  m e t h o d s .  T h e s e  t a r g e t - s p e c i f i c  h y d r o l y s i s  p r o b e s  c o n t a i n  b o t h  a  
f l u o r o g e n i c  r e p o r t e r  d y e  e . g .  F A M  a n d  a  q u e n c h e r  d y e  e . g .  T A M R A  a n d  a r e  d e s i g n e d  t o  
h y b r i d i s e  t o  t h e  t a r g e t  g e n e  a t  a  l o c a t i o n  b e t w e e n  t w o  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r s  u s e d  f o r  t h e  
P C R  a m p l i f i c a t i o n .  D u r i n g  e a c h  P C R  c y c l e  t h e  3 - 5 '  n u c l e a s e  a c t i v i t y  o f  t h e  T a g  
p o l y m e r a s e  r e s u l t s  i n  c l e a v a g e  o f  t h e  p r o b e s  a n d  s u b s e q u e n t  f l u o r e s c e n c e  ( A p p l i e d  
B i o s y s t e m s ,  F i g u r e  1 . 1 0 ) .  
A  m o r e  r e c e n t  d e v e l o p m e n t  i n  t a r g e t - s p e c i f i c  h y d r o l y s i s  p r o b e s  i n v o l v e s  t h e  u s e  o f  t h e  
T a q M a n  p r o b e  w i t h  a  ' m i n o r  g r o o v e  b i n d i n g '  ( M G B )  m o l e c u l e .  A n  M G B  p r o b e  i s  a  
s h o r t  s e q u e n c e  p r o b e  ( 1 8 - 2 2  b p )  w h e r e  t h e  s t a n d a r d  q u e n c h e r  i s  r e p l a c e d  w i t h  a  
p r o p r i e t a r y  N F Q  a n d  i n c o r p o r a t e s  a  m o l e c u l e  t h a t  s t a b i l i s e s  t h e  p r o b e - t a r g e t  d u p l e x  b y  
f o l d i n g  i n t o  t h e  m i n o r  g r o o v e  o f  t h e  d s D N A .  S i n c e  M G B  p r o b e s  a r e  v e r y  s h o r t ,  t h e y  a r e  
i d e a l  f o r  d e t e c t i n g  s m a l l  a r e a s  o f  c o n s e r v e d  s e q u e n c e  a n d  s i n g l e  n u c l e o t i d e  
p o l y m o r p h i s m s  ( S N P s ) .  T h e  N F Q  o f f e r s  t h e  a d v a n t a g e  o f  l o w e r  b a c k g r o u n d  s i g n a l ,  
w h i c h  r e s u l t s  i n  b e t t e r  p r e c i s i o n  i n  q u a n t i t a t i o n .  
D e s p i t e  t h e  o b v i o u s  a d v a n t a g e  o f  R Q - P C R  s y s t e m s  i n  t e r m s  o f  s e n s i t i v i t y ,  s p e c i f i c i t y ,  
t a r g e t  q u a n t i f i c a t i o n  a n d  s p e e d  o f  d e t e c t i o n ,  a  n u m b e r  o f  i m p o r t a n t  i s s u e s  m u s t  b e  
c o n s i d e r e d  t o  e n s u r e  q u a l i t y  p e r f o r m a n c e .  P r i o r  t o  t h e  P C R  a s s a y ,  a n  o p t i m a l  n u c l e i c  
a c i d  e x t r a c t i o n  s t e p  i s  e s s e n t i a l  t o  g u a r a n t e e  a d e q u a t e  y i e l d  a n d  q u a l i t y  o f  t a r g e t  D N A .  
T o  e n s u r e  t h e  p r e s e n c e  o f  a m p l i f i a b l e  D N A  a n d  r e m o v a l  o f  P C R  i n h i b i t o r s  i t  i s  a l s o  
n e c e s s a r y  t o  i n c o r p o r a t e  a  s e c o n d  h e t e r o l o g o u s  P C R  t o  t a r g e t  D N A  f i o m  a n  i n t e r n a l  
c o n t r o l  i n  t h e  a s s a y .  F o r  e x a m p l e ,  a  h u m a n  c e l l u l a r  g e n e  c a n  b e  t a r g e t e d  a s  a n  i n t e r n a l  
c o n t r o l  t o  e s t a b l i s h  t h e  s u i t a b i l i t y  o f  a  s a m p l e  f o r  P C R  a n a l y s i s .  G i v e n  t h e  h i g h  
s e n s i t i v i t y  o f  R Q - P C R ,  p r e c a u t i o n s  m u s t  a l s o  b e  t a k e n  t o  p r e v e n t  l a b o r a t o r y  
c o n t a m i n a t i o n  o f  s a m p l e s  a n d  r e a c t i o n s  d u r i n g  p r o c e s s i n g  o r  t e s t i n g .  T h e s e  m e a s u r e s  
i n c l u d e  s e t t i n g  u p  r e a c t i o n s  i n  a  r e s t r i c t e d  ' P C R  C l e a n  F a c i l i t y '  i n  w h i c h  w o r k  w i t h  
p l a s m i d  D N A  o r  o t h e r  s a m p l e s  w i t h  t e m p l a t e  d o e s  n o t  o c c u r .  T e s t  s a m p l e s  a n d  p o s i t i v e  
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Figure 1.10: Principle of real-time quantitative PCR (RQ-PCR). RQ-PCR is based on (a) fluorescence resonance energy transfer (FRET) between fluorophore and non- 
fluorescent quencher labels TaqMan probe whereby fluorescence only occurs when probe is cleaved and fluorophore and quencher are spatially separated (b) The 
fluorogenic probe is designed to anneal to a specific template sequence between the forward and reverse primers. (b) The probe sits in the path of the enzyme as it starts to 
copy DNA. (c) When the enzyme reaches the annealed probe, the 5bxonuclease activity of the enzyme cleaves the probe. (d) Cleavage of Taqman probe results in 
fluorescence I 
Figure adapted fiom www.applied biosystems.com/support/tutorial~/p~rtpcr~vs~tradpcr.pdf I I 
c o n t r o l  s a m p l e s  a r e  e a c h  a d d e d  t o  r e a c t i o n s  i n  d i f f e r e n t  l a b o r a t o r y  a r e a s .  A d d i t i o n a l l y ,  
a p p r o p r i a t e  n e g a t i v e  c o n t r o l s  s h o u l d  b e  i n c l u d e d  i n  e a c h  e x p e r i m e n t  t o  m o n i t o r  f o r  
r e a g e n t  c o n t a m i n a t i o n  ( V i l c h e z  a n d  B u t e l ,  2 0 0 3 ~ ) .  
P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  d e t e c t e d  S V 4 0  a t  a  l o w  l e v e l  u s i n g  b o t h  c o n v e n t i o n a l  a n d  r e a l - t i m e  
P C R  a s s a y s .  T h e  h i g h  n u m b e r  o f  P C R  c y c l e s  r e q u i r e d  ( 4 0 - 6 0 )  f o r  S V 4 0  d e t e c t i o n  i n  
t h e s e  s t u d i e s  s u g g e s t s  t h a t  S V 4 0  i s  p r e s e n t  i n  l o w  c o p y  n u m b e r s  i n  h u m a n  t u m o u s ,  
i n c l u d i n g  N H L  ( S h i v a p u r k a r  e t  a l ,  2 0 0 2 ) .  S i m i l a r  l o w  l e v e l s  o f  S V 4 0  D N A  h a v e  b e e n  
o b s e r v e d  i n  S V 4 0 - i n f e c t e d  B  c e l l  l i n e s  ( D o l c e t t i  e t  a l ,  2 0 0 3 ) .  T h i s  a p p a r e n t  l o w - l e v e l  
i n f e c t i o n  o f  B - l y m p h o c y t e s  n e c e s s i t a t e s  t h e  n e e d  f o r  a n  e x t r e m e l y  s e n s i t i v e  t e c h n i q u e  
s u c h  a s  R Q - P C R  i n  t h e  e v a l u a t i o n  o f  t h e  r o l e  o f  S V 4 0  i n  l y m p h o c y t e  i n f e c t i o n .  
1 . 9  R e s e a r c h  a i m s  
W h i l s t  d e b a t e  o n  t h e  r o l e / a s s o c i a t i o n  o f  S V 4 0  i n  N H L  h a s  c o n t i n u e d  f o r  a l m o s t  a  d e c a d e ,  
t h o r o u g h  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  l y m p h o c y t e s  a n d  S V 4 0  h a s  n o t  y e t  b e e n  
d e s c r i b e d .  T h e  a i m  o f  t h i s  r e s e a r c h  w a s  t o  a n a l y s e  t h e  e f f e c t  o f  S V 4 0  i n f e c t i o n  o n  h u m a n  
l y m p h o c y t e s ,  a n d  g a i n  i n s i g h t s  i n t o  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  S V 4 0  i n  h u m a n  d i s e a s e .  T h e  
p r o j e c t  w a s  t h e r e f o r e  d e s i g n e d  t o  c h a r a c t e r i s e  i n f e c t i o n  o f  t h r e e  d i f f e r e n t  s t r a i n s  o f  S V 4 0  
v i r u s ,  7 7 6 - l E ,  7 7 6 - 2 E  a n d  7 7 6 - 2 E - S M ,  a  m i c r o R N A  d e l e t i o n  m u t a n t ,  i n  t w o  h u r n a n  B  
l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s  a n d  o n e  T  l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e .  C o n t i n u o u s  a n a l y s i s  o f  S V 4 0 -  
i n f e c t e d  l y m p h o c y t e s  t h e n  a l l o w e d :  
E x a m i n a t i o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  S V 4 0  i n f e c t i o n  o n  t h e  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  v i a b i l i t y  
o f  B - l y m p h o c y t e s .  
*  
A n a l y s i s  o f  l y m p h o c y t e  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  t o  s h o w  w h a t  c h a n g e s ,  i f  
a n y ,  v i r u s  i n f e c t i o n  h a s  o n  t h e  a c t i v a t i o n  s t a t e  o f  l y m p h o c y t e s .  T h e  s u r f a c e  
m a r k e r s  a n a l y s e d  i n c l u d e d  C D 6 9 ,  a n  e a r l y  m a r k e r  o f  l y m p h o c y t e  a c t i v a t i o n  a n d  
C D 8 0  a n d  C D 8 6 ,  c o - s t i r n u l a t o r y  m o l e c u l e s  i m p o r t a n t  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a  
s p e c i f i c  i m m u n e  r e s p o n s e .  
*  
M e a s u r e m e n t  o f  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  m a j o r  t r a n s f o r m i n g  p r o t e i n  S V 4 0  T - a g  i n  
i n f e c t e d  c e l l  l i n e s  b y  f l o w  c y t o m e t r y .  
*  
Q u a n t i f i c a t i o n  o f  S V 4 0  T - a g  D N A  u s i n g  R Q - P C R  a s s a y s  t o  e s t a b l i s h  w h e t h e r  t h e  
v i r u s  i n f e c t s  o r  p e r s i s t s  i n  l y m p h o c y t e s  a n d  i f  v i r a l  r e p l i c a t i o n  o c c u r s .  
I t  w a s  e x p e c t e d  t h a t  a n a l y s i s  o f  t h e s e  t h r e e  v i r u s  s t r a i n s  i n  h u m a n  l y m p h o c y t e s  w o u l d  
r e v e a l  t h e  r o l e  o f  T - a g  e x p r e s s i o n  i n  v i r a l  r e p l i c a t i o n  o r  m a i n t e n a n c e  i n  l y m p h o c y t e s  a n d  
h o w  v i r a l  f e a t u r e s  m a y  c o n t r i b u t e  t o  p a t h o g e n e s i s  a n d  l y m p h o m a g e n e s i s .  D i f f e r e n c e s  i n  
t h e  v i r a l  r e g u l a t o r y  r e g i o n  o f  t h e s e  t h r e e  v i r u s e s  w o u l d  a l s o  p r o v i d e  a n  i n s i g h t  i n t o  t h e  
r o l e  o f  s i n g l e  o r  d u p l i c a t e d  e n h a n c e r  e l e m e n t s  i n  v i r a l  p a t h o g e n e s i s .  
H y p o t h e s i s :  S V 4 0  i s  c a p a b l e  o f  i n f e c t i n g  h u m a n  l y m p h o c y t e s  a n d  t h i s  c e l l  t r o p i s m  m a y  
p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  a n d l o r  t u m o u r i g e n e s i s  o f  S V 4 0  i n f e c t i o n  i n  
h u m a n s  ( F i g u r e  1 . 1  1 ) .  
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'Viral DNA replication 
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Figure 1.11: Proposed model of SV40 infection in human lymphocytes 
Figure shows SV40 life cycle in permissive monkey kidney cells and the proposed model of SV40 lymphomageneis in non-permissive human B-lymphocytes 
2 . 0  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  
2 . 1  C e l l  c u l t u r e  
C e l l  c u l t u r e  w o r k  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  a  c l a s s  I 1  b i o h a z a r d  c a b i n e t  ( S t e r i l G A R D  h o o d ,  T h e  
B a k e r  C o m p a n y ,  S a n f o r d ,  M E ) .  A s e p t i c  t e c h n i q u e  w a s  e m p l o y e d  a t  a l l  t i m e s  t o  m i n i m i s e  
t h e  r i s k  o f  e n v i r o n m e n t a l  c o n t a m i n a t i o n  a n d  t o  p r o t e c t  t h e  w o r k e r  a g a i n s t  c o n t a c t  w i t h  
p o t e n t i a l  p a t h o g e n s .  S t e r i l e  w o r k  c o n d i t i o n s  w e r e  m a i n t a i n e d  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  7 0 %  
e t h a n o l  a n d  g e r m i c i d a l  u l t r a v i o l e t  l i g h t  ( U V )  t o  d e c o n t a m i n a t e  a l l  s u r f a c e s .  G l o v e s  w e r e  
w o r n  a t  a l l  t i m e s  a n d  c h a n g e d  f r e q u e n t l y  t h r o u g h o u t  p r o c e d u r e s .  
2 . 1 . 1  C e l l  l i n e s  
2 . 1 . 1 . 1  L y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s  
T h r e e  A m e r i c a n  T y p e  C u l t u r e  C o l l e c t i o n  ( A T C C ) - c h a r a c t e r i s e d  l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s  w e r e  
u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t s  o f  S V 4 0  i n f e c t i o n  o n  h u m a n  l y m p h o c y t e s .  T h e s e  c e l l  l i n e s ,  
B J A B ,  D G 7 5  a n d  C E M ,  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  D r .  L i n d a  R .  G o o d i n g  ( D e p a r t m e n t  o f  
M i c r o b i o l o g y  a n d  I m m u n o l o g y ,  E m o r y  U n i v e r s i t y ,  A t l a n t a ,  G A ) .  B J A B  i s  a n  E B V - n e g a t i v e  
B - l y m p h o b l a s t o i d  c e l l  l i n e ,  w h i c h  w a s  e s t a b l i s h e d  f r o m  a n  A f r i c a n  B u r k i t t ' s  l y m p h o m a  
p a t i e n t  ( M e n e z e s  e t  a l ,  1 9 7 5 ) .  T h e  s e c o n d  B  c e l l  l i n e ,  D G 7 5 ,  a l s o  E B V - n e g a t i v e ,  w a s  
d e r i v e d  f r o m  t h e  p l e u r a l  e f f u s i o n  o f  a  c h i l d  w i t h  p r i m a r y  a b d o m i n a l  l y m p h o m a  ( B e n - B a s s a t  
e t  a l ,  1 9 7 7 ) .  T h e  T  c e l l  l i n e ,  C E M ,  o r i g i n a t e d  f r o m  t h e  p e r i p h e r a l  b l o o d  o f  a  c h i l d  w i t h  a c u t e  
l e u k a e m i a  ( F o l e y  e t  a l ,  1 9 6 5 ) .  L y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s  w e r e  g r o w n  i n  c o m p l e t e  1 X  R P M I  
1 6 4 0  m e d i u m  w i t h  L - g l u t a m i n e  ( C e l l g r o @  M e d i a t e c h  I n c ,  M a n a s s a s ,  V A ) ,  s u p p l e m e n t e d  
w i t h  1 0 %  f o e t a l  b o v i n e  s e r u m  ( F B S ,  H y c l o n e ,  L o g a n ,  U t a h ) ,  a n  a d d i t i o n a l  5  m l  o f  3 %  
g l u t a m i n e  ( B a y l o r  C o l l e g e  o f  M e d i c i n e ,  L o t  5 7 3 6 )  a n d  1  m l  p e n i c i l l i n - s t r e p t o m y c i n  ( p e n -  
s t r e p ,  B a y l o r  C o l l e g e  o f  M e d i c i n e ,  L o t  6 4 2 2 ) .  
V i a l s  o f  e a c h  c e l l  l i n e ;  B J A B ,  D G 7 5  a n d  C E M  w e r e  r e t r i e v e d  f r o m  t h e  v a p o u r  p h a s e  o f  
l i q u i d  n i t r o g e n  s t o r a g e ,  t a k i n g  n o t e  o f  t h e  p a s s a g e  n u m b e r  a n d  f l a s k  s i z e  i n  w h i c h  t h e  c e l l s  
o r i g i n a t e d .  I n  t h i s  w a y  t h e  c e l l s  c o u l d  b e  c u l t u r e d  i n  a  t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k  o f  t h e  s a m e  
v o l u m e  a s  t h e  o r i g i n a l  s t o c k .  T h e  v i a l ,  c o n t a i n i n g  1  m l  o f  c e l l s ,  w a s  t h a w e d  i n  a  3 7 ° C  w a t e r  
b a t h  a n d  a d d e d  t o  a  2 5  c m 2  t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k  ( C o r n i n g @  I n c .  N Y )  a l o n g  w i t h  9  m l  o f  R P M I  
c o m p l e t e  m e d i a .  E a c h  c u l t u r e  w a s  i n c u b a t e d  a t  3 7 O C  i n  t h e  C O z  i n c u b a t o r  ( S t e r i - c u l t  2 0 0 ,  
F o r m a  S c i e n t i f i c  I n c . ,  M a r i e t t a ,  O H )  a n d  m a i n t a i n e d  b y  p a s s a g e  e v e r y  3 - 4  d a y s ,  b y  a d d i t i o n  
o f  f r e s h  m e d i u m  o r  r e p l a c e m e n t  o f  m e d i u m ,  u n t i l  t h e  i n f e c t i o n  t i m e  c o u r s e  c o m m e n c e d .  T h e  
v i a b i l i t y  o f  t h e  c u l t u r e  w a s  c h e c k e d  f r e q u e n t l y  b y  o b s e r v i n g  t h e  m i c r o s c o p i c  c e l l  m o r p h o l o g y  
a n d  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  c u l t u r e  m e d i u m .  V i a b l e  c e l l s  w e r e  r o u n d e d  i n  s h a p e  a n d  t h e  R P M I  
g r o w t h  m e d i a  r e m a i n e d  p i n k .  
2 . 1 . 1 . 2  C o n t r o l  c e l l  l i n e s  
T C 7  M o n k e y  k i d n e y  c e l l  l i n e  
T h e  c e l l  l i n e ,  T C 7 ,  a  c l o n e  o f  C V - 1  c e l l s  d e r i v e d  f i o m  m o n k e y  k i d n e y s ,  w a s  u s e d  a s  a  
c o n t r o l  c e l l  l i n e  ( R o b b  a n d  H u e b n e r ,  1 9 7 3 ) .  T C 7  c e l l s  a r e  f u l l y  p e r m i s s i v e  t o  S V 4 0  
c y t o p a t h i c  r e p l i c a t i o n  a n d  w e r e  t h e r e f o r e  u s e d  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l  f o r  v i r a l  r e p l i c a t i o n  a n d  
e x p r e s s i o n  o f  T - a n t i g e n ,  t h e  m a j o r  t r a n s f o r m i n g  p r o t e i n  o f  S V 4 0 .  T h e  T C 7  c e l l  l i n e  h a d  
b e e n  o b t a i n e d  f r o m  D r .  J a m e s  R o b b  ( D e p a r t m e n t  o f  P a t h o l o g y ,  U n i v e r s i t y  o f  C a l i f o r n i a ,  
C A ) .  T C 7  c e l l s  w e r e  p l a t e d  i n  6 0  m m  d i s h e s  a n d  m a i n t a i n e d  i n  e n r i c h e d  m i n i m u m  e s s e n t i a l  
m e d i u m ,  E - M E M ,  G i b c o  ( R o b b  a n d  H e u b n e r  1 9 7 3 ;  B r u g g e  a n d  B u t e l  1 9 7 5 ) .  
S V 4 0 - t r a n s f o r m e d  h a m s t e r  c e l l  l i n e  S 1 1 1 3  
T h e  h a m s t e r  c e l l  l i n e  S 1 1 1 3  w a s  e s t a b l i s h e d  f r o m  t h e  s p l e e n  o f  a  S y r i a n  g o l d e n  h a m s t e r  t h a t  
w a s  i n o c u l a t e d  i n t r a v e n o u s l y  w i t h  S V 4 0  a s  d e s c r i b e d  ( M c N e e s  e t  a l ,  2 0 0 9 ) .  T h e  S 1 1 1 3  c e l l  
l i n e  h a s  b e e n  c h a r a c t e r i s e d  a s  a  l y m p h o m a  o f  h i s t i o c y t i c  o r i g i n  i n d u c e d  i n  v i v o  b y  S V 4 0 .  
T h e  S  1  1  1 3  c e l l  l i n e  w a s  m a i n t a i n e d  i n  1 X  R P M I  1 6 4 0  c o m p l e t e  m e d i a  s u p p l e m e n t e d  w i t h  
i n s u l i n - t r a n s f e r r i n - s o d i u m  s e l e n i t e  ( S i g m a ,  S t .  L o u i s ,  M O ) .  T h e s e  c e l l s  w e r e  p r o c e s s e d  i n  
p a r a l l e l  w i t h  t e s t  s a m p l e s  f r o m  l y m p h o c y t e  c u l t u r e s  a s  a  c o n t r o l  f o r  d e t e c t i o n  o f  S V 4 0  T - a g .  
2 . 1 . 2  S V 4 0  V i r u s  S t o c k s  
T h r e e  S V 4 0  v i r a l  s t r a i n s  w e r e  u s e d  t o  i n f e c t  t h e  l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s ;  S V 4 0  7 7 6 - l E ,  S V 4 0  
7 7 6 - 2 E  a n d  S V 4 0  7 7 6 - 2 E - S M .  T h e  S V 4 0  s t r a i n  7 7 6 - 2 E  ( G e n b a n k  a c c e s s i o n  n u m b e r  
5 0 2 4 0 0 )  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  r e f e r e n c e  s t r a i n  o f  t h e  S V 4 0  v i r u s .  T h i s  s t r a i n  w a s  o r i g i n a l l y  
i s o l a t e d  f r o m  a n  a d e n o v i r u s  t y p e  1  v a c c i n e  s e e d  s t o c k  ( S w e e t  a n d  H i l l e m a n ,  1 9 6 0 ) .  T h e  
S V 4 0  7 7 6 - 2 E  v i r u s  w a s  o b t a i n e d  f r o m  D r .  J a m e s  P i p a s  ( D e p a r t m e n t  o f  B i o l o g i c a l  S c i e n c e s ,  
U n i v e r s i t y  o f  P i t t s b u r g h ,  P i t t s b u r g h ,  P A ) .  S V 4 0  7 7 6 - l E ,  a n  S V 4 0  7 7 6  v a r i a n t ,  w a s  
p r e v i o u s l y  c o n s t r u c t e d  b y  D r .  J o h n  L e d n i c k y  ( D e p a r t m e n t  o f  M o l e c u l a r  V i r o l o g y  a n d  
M i c r o b i o l o g y ,  B a y l o r  C o l l e g e  o f  M e d i c i n e ,  H o u s t o n ,  T X )  b y  d e l e t i o n  o f  o n e  o f  t h e  7 2 - b p  
r e p e a t  e l e m e n t s  o f  t h e  e n h a n c e r  r e g i o n  o f  t h e  S V 4 0  7 7 6 - 2 E  r e f e r e n c e  s t r a i n .  S V 4 0  7 7 6 - 2 E -  
S M  i s  a  m u t a n t  v i r a l  s t r a i n  t h a t  l a c k s  S V 4 0  m i c r o R N A  ( S u l l i v a n  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  T h i s  m u t a n t  
w a s  o b t a i n e d  f r o m  D r .  C h r i s t o p h e r  S u l l i v a n  ( H o w a r d  H u g h e s  M e d i c a l  I n s t i t u t e  a n d  
D e p a r t m e n t s  o f  M i c r o b i o l o g y  a n d  M e d i c i n e ,  U n i v e r s i t y  o f  C a l i f o r n i a ,  S a n  F r a n c i s c o ,  C A ) .  
S V 4 0  v i r u s  s t o c k s  w e r e  p r e v i o u s l y  p r e p a r e d  b y  g r o w t h  i n  t h e  p e r m i s s i v e  T C 7  m o n k e y  
k i d n e y  c e l l  l i n e  a n d  v i r u s  s t o c k s  w e r e  q u a n t i f i e d  b y  p l a q u e  a s s a y  i n  t h e  s a m e  c e l l s  ( B u t e l  e t  
a l ,  1 9 9 9 ) .  
2 . 2  I n f e c t i o n  o f  c e l l  l i n e s  w i t h  S V 4 0  v i r a l  s t r a i n s  
T h e  b i o l o g i c a l  s a f e t y  h o o d  w a s  s e t  u p  f o r  c e l l  c u l t u r e  w o r k  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( S e c t i o n  
2 . 1 ) ,  b u t  a d d i t i o n a l  p r e c a u t i o n s  w e r e  t a k e n  w h e n  w o r k i n g  w i t h  v i r u s  s t o c k s  a n d  i n f e c t e d  c e l l  
l i n e s .  T w o  p a i r s  o f  g l o v e s  w e r e  w o r n  w h e n  h a n d l i n g  l i v e  v i r u s  s t o c k s  a n d  c u l t u r e s  o f  
i n f e c t e d  c e l l s .  A l l  v i r a l  l i q u i d  w a s t e  w a s  d i s p o s e d  o f  u s i n g  6 %  h y p o c h l o r i t e  a n d  v i r a l -  
c o n t a m i n a t e d  m a t e r i a l  w a s  a u t o c l a v e d .  T i s s u e  c u l t u r e  f l a s k s  c o n t a i n i n g  S V 4 0 - i n f e c t e d  c e l l s  
w e r e  c l e a r l y  l a b e l l e d  a n d  c a u t i o n  w a s  e x e r c i s e d  w h e n  o p e n i n g .  
2 . 2 . 1  
S V 4 0 - i n f e c t i o n  t i m e  c o u r s e  o f  l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s  
C u l t u r e s  o f  e a c h  l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e ,  B J A B ,  D G 7 5  a n d  C E M ,  w e r e  p a s s a g e d  t o  p r o d u c e  
s u f f i c i e n t  c e l l  c u l t u r e  v o l u m e s  ( a p p r o x .  3 0  m l )  f o r  i n f e c t i o n  w i t h  a l l  t h r e e  S V 4 0  v i r u s e s  a n d  
a l s o  t o  i n c l u d e  a n  u n i n f e c t e d  m o c k  c e l l  c u l t u r e .  T w e n t y - f o u r  h o u r s  p r i o r  t o  v i r a l  i n f e c t i o n ,  
e a c h  c e l l  c u l t u r e  w a s  f e d  b y  a d d i n g  c o m p l e t e  R P M I  m e d i u m  t o  p r o m o t e  l o g  p h a s e  g r o w t h .  
O n  t h e  d a y  o f  v i r a l  i n f e c t i o n ,  t h e  c e l l s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  5 0  m l  c o n i c a l  t u b e s  ( S a r s t e d t ,  
N e w t o n ,  N C ) ,  c e n t r i f u g e d  f o r  5  m i n  a t  2 , 0 0 0  r p m  i n  t h e  c e l l  c u l t u r e  c e n t r i h g e  ( I n t e r n a t i o n a l  
E q u i p m e n t  C o m p a n y ,  N e e d h a m  H e i g h t s ,  M A )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d .  T h e  c e l l  
p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  5  m l s  o f  s e r u m - f r e e  ( S F )  R P M I  ( R P M I  1 6 4 0  1 X  w i t h  L -  
g l u t a m i n e ) ,  w h i c h  l a c k e d  t h e  F B S ,  p e n - s t r e p  a n d  g l u t a m i n e  a d d i t i v e s .  T h e  p u r p o s e  o f  u s i n g  
S F  m e d i u m  w a s  t o  p r e v e n t  p r o t e i n  i n  t h e  m e d i u m  i n t e r f e r i n g  w i t h  v i r a l  a d h e r e n c e  a n d  
s u b s e q u e n t  i n f e c t i o n  o f  t h e  c e l l s .  A  c e l l  c o u n t  ( c e l l s l m l )  w a s  t h e n  p e r f o r m e d  u s i n g  a  
h a e m o c y t o m e t e r  ( H a u s s e r  S c i e n t i f i c ,  H o r s h a m ,  P A ) .  T h i s  c e l l  c o u n t  w a s  u s e d  t o  c o l l e c t  a  
s p e c i f i c  n u m b e r  o f  c e l l s  t o  e s t a b l i s h  t h e  m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n  ( m . 0 . i . )  a n d  t o  c a l c u l a t e  t h e  
v o l u m e  o f  c e l l s  r e q u i r e d  t o  a c h i e v e  t h e  d e s i r e d  c e l l  d e n s i t y  f o r  i n f e c t i o n  ( e . g .  1  x  l o 6  
c e l l s l m l ) .  T h e  m . 0 . i .  i s  d e f i n e d  a s  t h e  r a t i o  o f  v i r a l  a g e n t s  t o  c e l l s  ( c e l l s / m l ) .  
V i r u s  s t r a i n s  w e r e  t h e n  a d d e d  t o  e a c h  c e l l  s u s p e n s i o n  a t  t h e  c h o s e n  m . 0 . i .  I n  p r e l i m i n a r y  
i n f e c t i o n  e x p e r i m e n t s  o f  B  c e l l  l i n e s ,  t h e  v o l u m e  o f  v i r u s  s t o c k  a d d e d  t o  c e l l s  w a s  n o r r n a l i s e d  
a m o n g  t h e  v i r u s  s t r a i n s  b a s e d  o n  v i r u s  t i t r e  m e a s u r e d  i n  p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  ( P F U ) ,  w h i c h  
h a d  b e e n  d e t e r m i n e d  b y  p l a q u e  a s s a y s .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  t w o  B  c e l l  l i n e s  B J A B  a n d  D G 7 5  
w e r e  i n f e c t e d  a t  2  P F U I c e l l  f o r  e a c h  v i r u s  s t r a i n  ( F i g u r e  2 . 1 ) .  F o l l o w  u p  d a t a  i n d i c a t e d  t h a t  
t h e r e  w a s  a  w i d e  r a n g e  o f  t h e  g e n o m e / P F U  r a t i o s  a m o n g  t h e  s t o c k s ,  w h i c h  r e s u l t e d  i n  l a r g e  
v a r i a t i o n s  o f  t h e  i n p u t  v i r a l  g e n o m e s .  T h e  S V 4 0  g e n o m e s  o f  e a c h  v i r u s  s t o c k  w e r e  
q u a n t i f i e d  u s i n g  a  r e a l - t i m e  q u a n t i t a t i v e  P C R  a s s a y  a s  d e s c r i b e d  i n  f o l l o w i n g  s e c t i o n s  
( S e c t i o n  2 . 5 )  a n d  t h e  d a t a  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  2 . 1 .  H e n c e ,  f o r  t h e  d a t a  d i s c u s s e d  h e r e i n ,  u n l e s s  
o t h e r w i s e  s t a t e d ,  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  b y  n o r m a l i s i n g  t h e  a m o u n t  o f  v i r u s  a d d e d  t o  
c e l l s  b a s e d  o n  t h e  q u a n t i t y  o f  i n p u t  v i r a l  g e n o m e s .  T a b l e  2 . 1  l i s t s  t h e  v i r u s  s t o c k s ,  a n d  t h e i r  
c o r r e s p o n d i n g  t i t r e s ,  g e n o m e 1 P F U  r a t i o s ,  a n d  a m o u n t  o f  i n p u t  v i r u s  i n  b o t h  g e n o m e s  a n d  
i n f e c t i o u s  p a r t i c l e s .  
F o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  v i r u s e s  t o  t h e  c e l l  l i n e s ,  t h e  t h r e e  i n f e c t e d  l y m p h o c y t e  c e l l  
c u l t u r e s  a n d  t h e  u n i n f e c t e d  m o c k  s a m p l e  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  9 0  m i n  a t  3 7 O C ,  w a s h e d  
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Figure 2.1: Initial infection time course experiment 
Two B cell lines, BJAB and DG75, were infected with three SV40 776 virus variants, SV40 776-lE, -2E and -2E-SM and sample collection at time points 0, 1,4, 7, 11 and 
15 days post infection (d.p.i.) for RQ-PCR; real-time quantitative PCR, FC-SS; flow cytometry surface staining, FC-ICS; flow cytometry intracellular staining. Fresh media 
was added to cultures to replace sample collection volume on days 4,7, 1 1 and 15. 
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t h r e e  t i m e s  w i t h  R P M I  c o m p l e t e  m e d i u m  t o  r e m o v e  a n y  u n b o u n d  v i r a l  p a r t i c l e s ,  a n d  
r e s u s p e n d e d .  T h e  i n f e c t e d  c e l l  c u l t u r e s  w e r e  t h e n  t r a n s f e r r e d  i n t o  t w e l v e  t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k s  
a n d  i n c u b a t e d  i n  a t  3 7 O C  f o r  t h e  t w o - w e e k  i n f e c t i o n  t i m e  c o u r s e .  D u r i n g  t h e  t i m e  c o u r s e  c e l l  
s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d , o n  0 ,  2 ,  4 ,  6 ,  8 ,  1 0  a n d  1 3  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n  ( d . p . i . )  f o r  u s e  i n  t h e  
f o l l o w i n g  a n a l y s i s  ( F i g u r e  2 . 2 ) :  
a  
F l o w  c y t o m e t r y  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  
a  
D e t e c t i o n  o f  S V 4 0  T - a g  b y  i n t r a c e l l u l a r  s t a i n i n g  a n d  f l o w  c y t o m e t r y  
a  R e a l - t i m e  q u a n t i t a t i v e  P C R  ( R Q - P C R )  
T h e  c e l l  d e n s i t y  o f  t h e  i n f e c t e d  c e l l  c u l t u r e s  w a s  r e - a d j u s t e d  t o  1  x  l o 6  c e l l s / m l  b e f o r e  e a c h  
s a m p l e  c o l l e c t i o n  t i m e  p o i n t .  
2 . 2 . 2  I n f e c t i o n  o f  t h e  T C 7  M o n k e y  K i d n e y  c e l l  l i n e  w i t h  S V 4 0  ( p o s i t i v e  c o n t r o l )  
T h e  m o n k e y  k i d n e y  c e l l  l i n e  T C 7  ( d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 1 . 1 )  w a s  u s e d  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l  
i n  a n a l y s e s  f o r  T - a g  a n d  R Q - P C R  s a m p l e s  c o l l e c t e d  i n  t h e  t i m e  c o u r s e .  S V 4 0 - i n f e c t i o n  o f  
t h e  T C 7  c e l l  m o n o l a y e r s  i n  6 0  m m  d i s h e s  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  r e m o v i n g  t h e  c u l t u r e  m e d i a  
u s i n g  a s p i r a t i o n ,  w a s h i n g  t h e  m o n o l a y e r  w i t h  t r i s  b u f f e r e d  s a l i n e  ( T B S ) ,  t h e n  a d d i n g  v i r u s  
s t o c k  i n  0 . 2  m l  T B S .  
V i r u s  w a s  a d s o r b e d  d u r i n g  9 0  m i n  i n c u b a t i o n .  T h e  m o n o l a y e r  w a s  
w a s h e d  a g a i n  t h r e e  t i m e s  w i t h  1  m l  T B S .  T h r e e  m l  m a i n t e n a n c e  m e d i a  ( E a g l e s  M E M ,  2 %  
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Figure 2.2: Optimised infection time course experiment 
Two B cell lines, BJAB and DG75, and a T cell line, CEM, were infected with SV40 776-lE, -2E and -2E-SM and samples were collected at time points 0, 2,4,6, 8, 10 and 
13 days post infection (d.p.i.). Changes fiom the initial infection experiment, including the infection of cells based on genomes/cell rather than PFU/cell and adjustment of 
the cell density to 1 x 10~cells/ml as indicated on days 4,6, 8 10 and 13, are highlighted in red. 
RQ-PCR; real-time quantitative PCR, FC-SS; flow cytometry surface staining, FC-ICS; flow cytometry intracellular staining. 
2 . 3  C e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  v i a b i l i t y  
D a i l y  c e l l  c o u n t s  w e r e  p e r f o r m e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t  o f  S V 4 0  v i r a l  i n f e c t i o n  o n  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  a n d  v i a b i l i t y  o f  l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s .  T h e  t r y p a n  b l u e  e x c l u s i o n  a s s a y  w a s  
u s e d  f o r  c e l l  c o u n t s .  I n  t h i s  a s s a y ,  d e a d  c e l l s  a r e  d i s t i n g u i s h e d  b y  t h e  u p t a k e  o f  t h e  b l u e  d y e .  
A  1 0  y l  a l i q u o t  o f  c e l l s  w a s  m i x e d  w i t h  1 0  P I  o f  0 . 4 %  t r y p a n  b l u e  ( G i b c o  B R L B  L i f e  
T e c h n o l o g i e s @ ,  C a r l s b a d ,  C A )  a n d  a d d e d  t o  a  h a e m o c y t o m e t e r .  E a c h  c e l l  c u l t u r e  w a s  
c o u n t e d  i n  d u p l i c a t e .  F r o m  t h i s  d a t a ,  t h e  c e l l  v i a b i l i t y  w a s  t h e n  c a l c u l a t e d  b y  e x p r e s s i n g  t h e  
n u m b e r  o f  l i v e  c e l l s  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  c e l l s  c o u n t e d .  C e l l  c o u n t s  w e r e  
a l s o  n e c e s s a r y  t o  c a l c u l a t e  t h e  a m o u n t  o f  m e d i a  t o  b e  a d d e d  t o  r e - a d j u s t  t h e  c e l l  d e n s i t y  a t  
e a c h  s a m p l e  c o l l e c t i o n  t i m e  p o i n t .  
2 . 4  
C e l l  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  b y  f l o w  c y t o m e t r y  a n a l y s i s  
C e l l  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  w a s  i n v e s t i g a t e d  o n  a l i q u o t s  f r o m  B  c e l l  l i n e s ,  B J A B  a n d  
D G 7 5 ,  a n d  t h e  T  c e l l  l i n e ,  C E M ,  f r o m  c e l l  c u l t u r e s  c o l l e c t e d  a t  4 ,  6 ,  8  a n d  1 0  d . p . i .  o f  t h e  
t i m e  c o u r s e  u s i n g  f l u o r e s c e n t - l a b e l l e d  C D - s p e c i f i c  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  ( B D  B i o s c i e n c e s  
P h a r m i n g e n T M ,  S a n  J o s e ,  C A ) .  C e l l  s u r f a c e  m o l e c u l e s  s e l e c t e d  f o r  a n a l y s i s  i n c l u d e d  t h e  
l y m p h o c y t e  e a r l y  a c t i v a t i o n  m a r k e r ,  C D 6 9 ,  a n d  t h e  c o - s t i m u l a t i o n  m a r k e r s ,  C D 8 0  a n d  C D 8 6  
( T a b l e  2 . 2 ) .  
S u r f a c e  m a r k e r  s t a i n i n g  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  c e l l s  i n  a  c l a s s  I 1  b i o h a z a r d  c a b i n e t  ( S e c t i o n  2 . 1 )  
i m m e d i a t e l y  a f t e r  s a m p l e  c o l l e c t i o n ,  w i t h  c e l l s  a n d  r e a g e n t s  h e l d  o n  i c e  d u r i n g  t h e  s t a i n i n g  
p r o c e d u r e .  S a m p l e s  ( 1  m l )  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  c u l t u r e  f l a s k s ,  t r a n s f e r r e d  i n t o  l o w  
r e t e n t i o n  p o l y m e r  1 . 6  m l  m i c r o  c e n t r i f u g e  t u b e s  ( N e p t u n e T M ,  B i o t i x  I n c . ,  S a n  D i e g o ,  C A )  
a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 , 0 0 0  r p m  f o r  5  m i n  ( E p p e n d o r f  c e n t r i f u g e  5 4 1 5 C ) .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  
r e m o v e d  a n d  t h e  c e l l  p e l l e t s  r e s u s p e n d e d  i n  1 6 0  p l  o f  i c e - c o l d  F l u o r e s c e n c e  A c t i v a t e d  C e l l  
S o r t i n g  ( F A C S )  b u f f e r ,  c o m p r i s e d  o f  0 . 0 1 M  P h o s p h a t e  B u f f e r e d  S a l i n e  ( P B S ) ,  5  m l  F B S  a n d  
5  m l  s o d i u m  a z i d e .  R e s u s p e n d e d  c e l l s  w e r e  t h e n  d i v i d e d  i n t o  t w o  a l i q u o t s ,  w i t h  8 0  p 1  o f  
r e s u s p e n d e d  c e l l s  u s e d  f o r  e a c h  t e s t  r e a c t i o n  a n d  8 0  p 1  u s e d  f o r  a  c o n t r o l  r e a c t i o n .  A n  
i s o t y p e  c o n t r o l  a n t i b o d y  m a t c h e d  t o  t h e  C D - s p e c i f i c  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w a s  u s e d  t o  
a s s e s s  t h e  l e v e l  o f  b a c k g r o u n d  s t a i n i n g  o n  c e l l s .  
A  t h r e e - c o l o u r  s t a i n i n g  p r o t o c o l  w a s  s e t  u p  u s i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  c o n j u g a t e d  t o  t h e  
f l u o r o c h r o m e s  p h y c o e r y t h r i n  ( P E ) ,  f l u o r s c e i n  i s o t h i o c y a n a t e  ( F I T C ) ,  a n d  a l l o p h y c o c y a n i n  
( A P C ) .  P e r  t h e  m a n u f a c t u r e r ' s  r e c o m m e n d a t i o n s ,  a  1 5  p l  a l i q u o t  o f  a n t i b o d y  w a s  a d d e d  t o  

e a c h  r e a c t i o n .  F o r  e a c h  o f  t h e  1 2  s a m p l e s ,  a  c o r r e s p o n d i n g  i s o t y p e  c o n t r o l  r e a c t i o n  w a s  s e t  
u p  f o r  e a c h  f l u o r o c h r o m e  ( T a b l e  2 . 3 ) .  F o l l o w i n g  a d d i t i o n  o f  a n t i b o d i e s ,  t h e  s a m p l e s  w e r e  
a l l o w e d  t o  i n c u b a t e  o n  i c e  i n  d a r k n e s s  b y  c o v e r i n g  w i t h  a l u m i n i u m  f o i l  f o r  3 0 - 4 5  m i n .  A f t e r  
t w o  w a s h e s  w i t h  1  m l  c o l d  F A C S  b u f f e r ,  t h e  c e l l s  w e r e  f i x e d  i n  2 %  p a r a f o r m a l d y d e  a n d  
s t o r e d  a t  4OC u n t i l  a n a l y s i s .  
T h e  2 %  p a r a f o r m a l d e h y d e  w a s  m a d e  f r e s h  f r o m  a  3 7 %  s t o c k  
s o l u t i o n  ( F i s c h e r  S c i e n t i f i c ,  P i t t s b u r g h ,  P A )  b y  d i l u t i n g  w i t h  P B S .  
B e f o r e  f l o w  c y t o m e t r y  
a n a l y s i s ,  t h e  s a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  t o  r e m o v e  t h e  p a r a f o r m a l d e h y d e  a n d  t h e n  
r e s u s p e n d e d  i n  5 0 0  p 1  P B S  b e f o r e  b e i n g  t r a n s f e r r e d  t o  5  m l  p o l y s t y r e n e  r o u n d - b o t t o m  t u b e s  
f o r  f l o w  c y t o m e t r y  a n a l y s i s  ( B e c t o n  D i c k i n s o n ,  F r a n k l i n  L a k e s ,  N J ) .  
S t a i n e d  s a m p l e s  w e r e  a n a l y s e d  a t  t h e  C y t o m e t r y  a n d  C e l l  S o r t i n g  C o r e  f a c i l i t y  a t  B a y l o r  
C o l l e g e  o f  M e d i c i n e  u s i n g  t h e  C a n t o  I 1  f l o w  c y t o m e t e r  ( B e c t o n  D i c k i n s o n ) .  A  t o t a l  o f  
1 0 , 0 0 0  e v e n t s  w e r e  a c q u i r e d  f o r  e a c h  s a m p l e .  A n a l y s i s  o f  t h e  d a t a  w a s  t h e n  p e r f o r m e d  u s i n g  
F l o w J o  s o f t w a r e  ( F l o w J o ,  L L C ,  A s h l a n d ,  O R ) .  U s i n g  a  d o t  p l o t  d i s p l a y  o f  F S C  v e r s u s  S S C ,  
t h e  c e l l s  w e r e  g a t e d  t o  i n c l u d e  t h e  m a j o r i t y  o f  c e l l s  t o g e t h e r  i n  a  d e n s e  p o p u l a t i o n  a n d  
e x c l u d e  a n y  c e l l u l a r  d e b r i s  a n d  d e a d  c e l l s .  F r o m  t h i s  g a t e d  p o p u l a t i o n ,  a  d a u g h t e r  p o p u l a t i o n  
w a s  d i s p l a y e d  i n  h i s t o g r a m  f o r m a t .  B y  o v e r l a y i n g  t h e  h i s t o g r a m s  f r o m  i n f e c t e d  c e l l  l i n e s  
w i t h  t h e  h i s t o g r a m  f r o m  t h e  u n i n f e c t e d  s a m p l e s  f o r  a  p a r t i c u l a r  s u r f a c e  m a r k e r  a t  e a c h  d . p . i . ,  
c h a n g e s  i n  f l u o r e s c e n c e  e m i s s i o n  a n d  t h e r e f o r e  i n c r e a s e s  o r  d e c r e a s e s  i n  s u r f a c e  m a r k e r  
e x p r e s s i o n  c o u l d  b e  o b s e r v e d .  A  s h i f t  i n  t h e  h i s t o g r a m  w a s  r e c o r d e d  a s  t h e  p e r c e n t a g e  
u p r e g u l a t i o n  o r  d o w n r e g u l a t i o n  o f  t h e  s u r f a c e  m a r k e r  m e a s u r e d ,  c o m p a r e d  t o  t h e  u n i n f e c t e d  
m o c k  s a m p l e  f o r  e a c h  c e l l  l i n e  ( F i g u r e  2 . 3 ) .  
Table 2.3: Three-colour surface staining of SV40-infected lymphocyte cell lines for flow cytometric analysis 
Cell culture sample Fluorescent antibody Isotype control Cell volume (pl) Antibody volume (pl) 
BJAB - Mock CD69-PE, CD80-FITC, CD86-APC PE-IC, FITC-ICY APC-IC 80 15 
BJAB - 776-1E CD69-PE, CD80-FITC, CD86-APC PE-IC, FITC-IC, APC-IC 80 15 
BJAB - 776-2E CD69-PE, CD8O-FITC, CD86-APC PE-IC, FITC-IC, APC-IC 80 15 
BJAB - 776-2E SM CD69-PE, CDSO-FITC, CD86-APC PE-IC, FITC-IC, APC-IC 80 15 
DG75 - Mock CD69-PE, CD80-FITC, CD86-APC PE-IC, FITC-IC, APC-IC 80 15 
DG75 - 776-1E CD69-PE, CDSO-FITC, CD86-APC PE-IC, FITC-ICY APC-IC 80 15 
DG75 - 776-2E CD69-PE, CD80-FITC, CD86-APC PE-IC, FITC-IC, APC-IC 80 
DG75 - 776-2E SM CD69-PE, CD80-FITC, CD86-APC PE-IC, FITC-IC, APC-IC 80 
CEM - Mock CD69-PE, CD80-FITC, CD86-APC PE-IC, FITC-IC, APC-IC 80 
CEM - 776-1E CD69-PE, CD80-FITC, CD86-APC PE-IC, FITC-IC, APC-IC 80 
CEM - 776-2E CD69-PE, CD80-FITC, CD86-APC PE-IC, FITC-IC, APC-IC 80 
CEM - 776-2E SM CD69-PE, CD80-FITC, CD86-APC PE-IC, FITC-IC, APC-IC 80 
For each cell culture, an aliquot was stained with CD69-PE, CD80-FITC and CD86-APC and a separate aliquot was stained with PE, FITC and APC IC antibodies 
PE; phycoerythrin, FITC; fluorscein isothiocyanate, APC; allophycocyanin, IC; isotype control 
I ~ o t  plot ssc versus FSC I w Gated dot plot - Gated histogram 
1 FSC-H:: Forward Scatter I FSC-H:: Forward Scatter V I 
I Positive cell I I population I 
Figure 2.3: Method of flow cytometric analysis of lymphocyte surface marker expression. 
(a) Flow cytometric analysis of infected cell cultures generates a dot-plot display of side-scatter (SSC) versus forward scatter (FSC), relating to cell size versus granularity. 
(b) A gate is drawn around this initial dot plot to include the majority of the cell population and exclude cellular debris. Only cells within this gate are analysed further. (c) 
The gated dot plot is switched to a histogram display of frequency versus fluorescence (FL1-H). A range of fluorescent values that will define the positive cell population is 
selected using gating tool on computer program, with cells falling to the right this gate being defined as positive. 
Figures adapted fiom FlowJo online tutorial: http://offsite.treestar.com/downloads/BasorialO709web.pdf 
2 . 5  
D e t e c t i o n  o f  S V 4 0  T - a g  b y  f l o w  c y t o m e t r y  
2 . 5 . 1 .  S a m p l e  c o l l e c t i o n  a n d  t r e a t m e n t  
D e t e c t i o n  o f  i n t r a c e l l u l a r  e x p r e s s i o n  o f  S V 4 0  l a r g e  T - a n t i g e n  ( T - a g ) ,  t h e  m a j o r  t r a n s f o r m i n g  
p r o t e i n  o f  S V 4 0 ,  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  f l o w  c y t o m e t r y  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( M c N e e s  e t  a l ,  
2 0 0 9 ) .  S V 4 0  T - a g  e x p r e s s i o n  w a s  i n v e s t i g a t e d  o n  a l i q u o t s  o f  i n f e c t e d - B  c e l l  l i n e s ,  B J A B  
a n d  D G 7 5 ,  a n d  T  c e l l ,  C E M ,  c e l l  c u l t u r e s  c o l l e c t e d  a t  6 ,  8 ,  1 0  a n d  1 3  d . p . i .  T - a g  e x p r e s s i o n  
w a s  a l s o  m e a s u r e d  i n  a l i q u o t s  o f  S V 4 0 - i n f e c t e d  T C 7  c e l l s  c o l l e c t e d  a t  t h e  d e s i g n a t e d  2 4 ,  4 8  
a n d  9 6  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  ( h . p . i . ) .  A s  T C 7  i s  a  p e r m i s s i v e  c e l l  l i n e  f o r  S V 4 0  i n f e c t i o n ,  t h i s  
s e r v e s  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l  f o r  T - a g  e x p r e s s i o n  d u r i n g  t h e  i n f e c t i o n  t i m e  c o u r s e .  A n o t h e r  
c e l l  l i n e  e s t a b l i s h e d  b y  i n  v i v o  S V 4 0 - t r a n s f o r m a t i o n ,  S 1 1 1 3 ,  w a s  a l s o  i n c l u d e d  a s  a  p o s i t i v e  
c o n t r o l  f o r  t h e  i n t r a c e l l u l a r  s t a i n i n g  p r o c e s s .  T h i s  c e l l  l i n e  i s  k n o w n  t o  s t a b l y  e x p r e s s  h i g h  
l e v e l s  o f  T - a g  a n d  w a s  u s e d  t o  c o m p a r e  t o  t e s t  s a m p l e s .  
O n  e a c h  c o l l e c t i o n  d a y ,  1 - 4  m l  f r o m  e a c h  c u l t u r e  f l a s k  w a s  a d d e d  t o  1 5  m l  c o n i c a l  t u b e s  
( S a r s t e d t )  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  2 , 0 0 0  r p m  f o r  5  m i n .  U s i n g  1 0  m l  g l a s s  p i p e t t e s ,  t h e  
s u p e r n a t a n t  w a s  c o l l e c t e d  a n d  d i s c a r d e d ,  t a k i n g  c a r e  n o t  t o  d i s r u p t  t h e  c e l l  p e l l e t .  T h e  p e l l e t s  
w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  P B S  a n d  c e n t r i f u g e d  a g a i n  a t  2 , 0 0 0  r p m  f o r  5  m i n .  A f t e r  t h e  
s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  f i x e d  b y  r e s u s p e n d i n g  t h e  c e l l  p e l l e t  i n  2 0 0  p l  o f  2 %  
p a r a f o r m a l d e h y d e  a n d  i n c u b a t i n g  i n  a  3 7 ° C  i n c u b a t o r  f o r  a t  l e a s t  1 0  m i n .  T h e  s a m p l e s  w e r e  
t h e n  s t o r e d  a t  4 ° C  w h e r e  t h e y  w e r e  e x p e c t e d  t o  r e m a i n  s t a b l e  f o r  t w o  w e e k s .  T o  
p e r m e a b i l i s e  c e l l s ,  t h e  p a r a f o r m a l d e h y d e  w a s  r e m o v e d  f o l l o w i n g  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  t h e  c e l l s  
w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  1 0 0  p 1  P B S  a n d  o v e r l a i d  w i t h  9 0 0  p l  o f  m e t h a n o l .  T h e  m e t h a n o l  h a d  
b e e n  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  a n d  w a s  a d d e d  s l o w l y  d o w n  t h e  s i d e  o f  t u b e .  T h e  s a m p l e s  w e r e  t h e n  
s t o r e d  i n  t h e  - 2 0 ° C  f r e e z e r ,  w h e r e  t h e y  c a n  r e m a i n  f o r  u p  t o  s i x  m o n t h s .  F o r  e a c h  b a t c h  o f  
t e s t  s a m p l e s ,  p o s i t i v e  c o n t r o l  s a m p l e s  S 1 1 1 3  c e l l s  w e r e  i n c l u d e d  t o  v a l i d a t e  t h e  i n t r a c e l l u l a r  
s t a i n i n g  p r o t o c o l .  
S 1 1 1 3  s a m p l e s  i n c l u d e d :  u n s t a i n e d  c e l l s ,  c e l l s  s t a i n e d  w i t h  s e c o n d a r y  
a n t i b o d y  o n l y ,  a n d  s t a i n e d  w i t h  b o t h  t h e  p r i m a r y  a n d  s e c o n d a r y  a n t i b o d y .  
2 . 5 . 2  I n t r a c e l l u l a r  s t a i n i n g  f o r  T - a g  
T h e  p e r m e a b i l i s e d  c e l l s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  s t o r a g e  a t  - 2 0 ° C  a n d  i n t r a c e l l u l a r  s t a i n i n g  w a s  
c a r r i e d  o u t  t o  d e t e c t  l a r g e  T - a n t i g e n .  
T h e  p r i m a r y  a n t i b o d y  S V T A g  P a b 4 1 6 ,  a  m o u s e  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( S a n t a  C r u z  B i o t e c h n o l o g y ,  S a n t a  C r u z ,  C A ) ,  w a s  p r e p a r e d  b y  d i l u t i n g  
1 5 0  i n  s t a i n  b u f f e r  ( 1 %  B S A  i n  P B S ) .  
A n  a l i q u o t  o f  a p p r o x .  2 5 0 - 3 0 0  p 1  o f  e a c h  
p e r m e a b l i s e d  c e l l  s a m p l e  w a s  t r a n s f e r r e d  i n t o  l o w  r e t e n t i o n  p o l y m e r  1 . 6  m l  f l a t  c a p  m i c r o  
c e n t r i f u g e  t u b e s  ( N e p t u n e T M )  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  2 , 0 0 0  r p m  f o r  5  m i n .  S t a i n  b u f f e r  ( 1  m l )  
w a s  a d d e d  t o  e a c h  s a m p l e  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 , 0 0 0  r p m  f o r  5  m i n .  T h e  c e l l  p e l l e t  w a s  
r e s u s p e n d e d  i n  1 0 0  p 1  d i l u t e d  p r i m a r y  a n t i b o d y  a n d  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  ( R T )  f o r  
3 0  m i n .  T h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  i n  5 0 0  p 1  o f  s t a i n  b u f f e r  a n d  t h e n  t h e  c e l l  p e l l e t  w a s  
r e s u s p e n d e d  i n  1 0 0  p 1  o f  s e c o n d a r y  a n t i b o d y .  T h e  s e c o n d a r y  a n t i b o d y ,  G o a t  F  ( a b ' )  2  a n t i -  
m o u s e  I g G 2 ,  ( ~ 2 ~  c h a i n  s p e c i f i c ,  S o u t h e r n  B i o t e c h ,  B i r m i n g h a m ,  A L ) ,  w a s  d i l u t e d  1 : 1 0 0 .  
S a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  R T  f o r  g r e a t e r  t h a n  3 0  m i n  i n  d a r k n e s s  b y  c o v e r i n g  w i t h  
a l u m i n i u m  f o i l .  S t a i n  b u f f e r  ( 5 0 0  p l )  w a s  a d d e d ,  t h e  s a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a n d  
s u p e r n a t a n t  r e m o v e d .  T w o  w a s h e s  w i t h  5 0 0  p l  s t a i n  b u f f e r  w e r e  t h e n  p e r f o r m e d .  F i n a l l y ,  
t h e  c e l l  p e l l e t s  w e r e  f i x e d  i n  1 0 0  p 1  o f  2 %  p a r a f o r m a l d e h y d e ,  i n c u b a t e d  f o r  1 0  m i n  a t  3 7 O C  
a n d  s t o r e d  a t  4 O C ,  c o v e r e d  w i t h  a l u m i n i u m  f o i l ,  u n t i l  f l o w  c y t o m e t r i c  a n a l y s i s .  
P a r a f o r m a l d e h y d e  w a s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  p r i o r  t o  a n a l y s i s ,  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .  
T h e  c e l l  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  5 0 0  p 1  P B S  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  a p p r o p r i a t e  5  m l  t u b e s  
( B e c k o n  D i c k i n s o n )  f o r  a n a l y s i s .  S a m p l e s  w e r e  a n a l y s e d  a t  t h e  F l o w  C y t o m e t r y  C o r e  
F a c i l i t y  a t  B a y l o r  C o l l e g e  o f  M e d i c i n e  u s i n g  t h e  C a n t o  I 1  f l o w  c y t o m e t e r  P e c t o n  D i c k i n s o n )  
a n d  F l o w J o  s o h a r e .  F o l l o w i n g  t h e  a c q u i s i t i o n  o f  1 0 , 0 0 0  e v e n t s  f o r  e a c h  s a m p l e ,  a  d o t  p l o t  
o f  c e l l  F S C  v e r s u s  S S C  w a s  d i s p l a y e d .  F r o m  t h i s  i n i t i a l  p l o t ,  a  d a u g h t e r  p o p u l a t i o n  w a s  
d i s p l a y e d  f o l l o w i n g  d e b r i s  e x c l u s i o n .  A  s q u a r e  g a t e  w a s  s e t  o n  t h e  u n i n f e c t e d  m o c k  s a m p l e ,  
d e f i n e d  a s  b e i n g  n e g a t i v e  f o r  T - a g  e x p r e s s i o n .  W h e n  t h i s  m o c k  g a t e  w a s  c o p i e d  t o  s a m p l e  
d o t  p l o t s ,  c h a n g e s  i n  t h e  - P E  f l u o r e s c e n c e  o f  t h e  s e c o n d a r y  a n t i b o d y ,  i n d i c a t i n g  b i n d i n g  t o  
t h e  p r i m a r y  a n t i - T a g  a n t i b o d y ,  w e r e  e v i d e n t  b y  a  s h i f t  t o  t h e  r i g h t  w h i c h  w a s  m e a s u r e d  a s  
p e r c e n t a g e  p o s i t i v e  f o r  S V 4 0  T - a g .  
2 . 6  
R e a l - t i m e  Q u a n t i t a t i v e  P C R  m e a s u r e m e n t  o f  S V 4 0  
S V 4 0  D N A  w a s  q u a n t i f i e d  i n  i n f e c t e d  B J A B  a n d  D G 7 5  B  c e l l  l i n e s  a n d  t h e  C E M  T  c e l l  l i n e ,  
u s i n g  a  r e a l  t i m e  q u a n t i t a t i v e  P C R  ( R Q - P C R )  a s s a y .  T h i s  R Q - P C R  a s s a y  w a s  d e s i g n e d  a s  a  
T a q M a n  h y d r o l y s i s  p r o b e  a s s a y ,  a n d  w a s  p r e v i o u s l y  s h o w n  t o  b e  a  s e n s i t i v e  a n d  s p e c i f i c  
m e t h o d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  a n d  q u a n t i f i c a t i o n  o f  S V 4 0  v i r u s  ( M c N e e s  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  
2 . 6 . 1  N u c l e i c  a c i d  e x t r a c t i o n  
P r e v i o u s  s t u d i e s  i n  S V 4 0 - i n f e c t e d  c e l l  l i n e s  h a v e  s h o w n  t h a t  D N A  e x t r a c t i o n  m a y  b e  
d e p e n d e n t  o n  c e l l  c u l t u r e  d e n s i t y  ( M c N e e s  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  I t  w a s  t h e r e f o r e  n e c e s s a r y  t o  
o p t i m i s e  a  s u i t a b l e  e x t r a c t i o n  p r o t o c o l  f o r  t h i s  s t u d y .  T o t a l  D N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  
S V 4 0 - i n f e c t e d  c e l l  c u l t u r e  s a m p l e s  u s i n g  t w o  m e t h o d s :  a  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  k i t  a n d  a  
c e l l  l y s i s  m e t h o d .  
2 . 6 . 1 . 1  Q I A a m p B  D N A  b l o o d  m i n i  k i t  
T h e  Q I A a m p B  D N A  B l o o d  M i n i  K i t  ( Q i a g e n  I n c . ,  V a l e n c i a ,  C A )  i s  d e s i g n e d  f o r  t h e  
i s o l a t i o n  o f  t o t a l  D N A ,  b o t h  c e l l u l a r  a n d  v i r a l .  I n  t h i s  m e t h o d ,  D N A  b i n d s  s p e c i f i c a l l y  t o  t h e  
Q I A a m p  c o l u m n  m e m b r a n e  w h i l e  o t h e r  c o m p o n e n t s  a r e  w a s h e d  t h r o u g h  a n d  r e m o v e d  i n  t w o  
w a s h  s t e p s .  T h e  b o u n d  n u c l e i c  a c i d  i s  t h e n  e l u t e d  i n  t h e  e l u t i o n  b u f f e r  s u p p l i e d  w i t h  t h e  k i t .  
T o  e v a l u a t e  t h i s  c o m m e r c i a l  k i t ,  a  1  m l  s a m p l e  w a s  t a k e n  f r o m  B  c e l l  c u l t u r e  f l a s k s  a t  0 ,  1 , 4 ,  
7 ,  1  1  a n d  1 5  d . p . i .  S a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 , 0 0 0  r p m  f o r  4 - 6  m i n ,  t h e  s u p e r n a t a n t  
r e m o v e d  a n d  t h e  c e l l  p e l l e t s  w e r e  s t o r e d  b y  f r e e z i n g  a t  - 2 0 ° C .  O n c e  t h e  i n f e c t i o n  t i m e  
c o u r s e  w a s  c o m p l e t e d ,  t h e  f r o z e n  s a m p l e s  w e r e  t h a w e d  a n d  1 0 0  p 1  o f  s t e r i l e  P B S  w a s  a d d e d  
t o  d i l u t e  t h e  s a m p l e .  A  6 0  p l  a l i q u o t  o f  t h e  d i l u t e d  s a m p l e  w a s  m a d e  u p  t o  2 0 0  p 1  w i t h  P B S  
i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  m a n u f a c t u r e r ' s  i n s t r u c t i o n s .  B r i e f l y ,  a n  8 0  p I  a l i q u o t  o f  l y s i s  b u f f e r  
A L  w a s  a d d e d  t o  2 0  p 1  o f  Q I A G E N  P r o t e a s e  a n d  2 0 0  p l  o f  d i l u t e d  s a m p l e  a n d  i n c u b a t e d  a t  
5 6 ° C  f o r  1 0  m i n .  P u r e  e t h a n o l  ( 2 0 0  p 1 )  w a s  a d d e d  t o  t h e  s a m p l e ,  w h i c h  w a s  t h e n  a p p l i e d  t o  
t h e  Q i a A m p  c o l u m n  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  8 , 0 0 0  r p m  f o r  1  m i n .  S u c c e s s i v e  w a s h e s  o f  5 0 0  p l  o f  
w a s h  b u f f e r s  A w l  a n d  A W 2  w e r e  a p p l i e d  b e f o r e  c e n t r i f u g a t i o n  a t  8 , 0 0 0  r p m  f o r  1  m i n  a n d  
1 4 , 0 0 0  r p m  f o r  3  m i n  r e s p e c t i v e l y .  D N A  w a s  e l u t e d  i n  2 0 0  p l  o f  b u f f e r  A E  a n d  s t o r e d  a t  
- 2 0 ° C  f o r  u s e  i n  R Q - P C R  r e a c t i o n .  
2 . 6 . 1 . 2  C e l l  l y s i s  D N A  e x t r a c t i o n  
T o  e v a l u a t e  t h e  c e l l  l y s i s  K  D N A  e x t r a c t i o n  m e t h o d ,  a  2 5 0  p 1  s a m p l e  o f  e a c h  B  a n d  T  c e l l  
l i n e  c u l t u r e  w a s  c o l l e c t e d  i n  d u p l i c a t e  a t  0 ,  2 ,  4 ,  6 ,  8 ,  1 0  a n d  1 3  d . p . i . ,  i n t o  1 . 5  m l  s c r e w  c a p  
t u b e s  ( S a r s t e d t )  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  u n t i l  a n a l y s i s .  S a m p l e s  w e r e  t h e n  p r o c e s s e d  b y  a d d i n g  
6 2 . 5  p l  o f  5 X  l y s i s  b u f f e r  ( 5 0  m M  T r i s - H C L ,  2 . 5  %  T w e e n - 2 0 ,  P r o t e i n a s e  K  0 . 4  m g l m l )  a n d  
i n c u b a t i n g  i n  a  5 5 ° C  w a t e r  b a t h  f o r  6 0  m i n ,  f o l l o w e d  b y  1 0  m i n  i n c u b a t i o n  a t  9 5 ° C  t o  
i n a c t i v a t e  t h e  p r o t e i n a s e  K  e n z y m e .  S a m p l e s  w e r e  t h e n  r e a d y  t o  u s e  i n  t h e  R Q - P C R  a s s a y  o r  
c o u l d  b e  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  f o r  f u t u r e  a n a l y s i s .  
2 . 6 . 2  R e a l - t i m e  q u a n t i t a t i v e  P C R  ( R Q - P C R )  a s s a y  
V i r a l  D N A  w a s  q u a n t i f i e d  i n  t h e  S V 4 0 - i n f e c t e d  c e l l  l i n e s  u s i n g  a  r e a l  t i m e  q u a n t i t a t i v e  P C R  
a s s a y  d e s i g n e d  t o  t a r g e t  t h e  T - a g  D N A  s e q u e n c e s  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( M c N e e s  e t  a l ,  
2 0 0 5 ) .  A  s e c o n d  R Q - P C R  a s s a y  t o  m e a s u r e  t h e  s i n g l e  c o p y  h u m a n  R N A s e  P  g e n e  w a s  a l s o  
p e r f o r m e d  o n  e a c h  s a m p l e  ( M c N e e s  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  T h e  p a r a l l e l  d e t e c t i o n  o f  t h e  R N A s e  P  g e n e  
a l l o w s  S V 4 0  v i r a l  g e n e  c o p y  n u m b e r s  t o  b e  n o r m a l i s e d  t o  c e l l  n u m b e r s  a n d  a l s o  s e r v e s  a s  a n  
i n t e r n a l  c o n t r o l  t o  m o n i t o r  t h e  D N A  e x t r a c t i o n  p r o c e s s  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  P C R  i n h i b i t o r s .  
2 . 6 . 2 . 1  P r i m e r s  a n d  p r o b e  d e s i g n  
S V 4 0 - s p e c i f i c  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r l p r o b e  s e t s  w e r e  p r e v i o u s l y  d e s i g n e d  u s i n g  P r i m e r  
E x p r e s s  s o f t w a r e  a n d  w e r e  s y n t h e s i z e d  b y  a n d  p u r c h a s e d  f r o m  A p p l i e d  B i o s y s t e m s  ( F o s t e r  
C i t y ,  C A ) .  T h e  p r i m e r s  a n d  p r o b e  w e r e  s e l e c t e d  t o  t a r g e t  t h e  c o n s e r v e d  N - t e r m i n a l  r e g i o n  o f  
t h e  T - a g  g e n e  i n  t h e  S V 4 0  g e n o m e .  T h e  D N A  s e q u e n c e  o f  t h e  T - a g  g e n e  f r o m  v i r a l  t e s t  
s t r a i n s  S V 4 0  7 7 6 - 2 E  ( G e n b a n k  a c c e s s i o n  n u m b e r  J 0 2 4 0 0 . 1 ) ,  S V 4 0  7 7 6 - 1 E  a n d  S V 4 0  7 7 6 -  
2 E - S M  ( S u l l i v a n  e t  a l ,  2 0 0 5 )  w e r e  a l i g n e d  u s i n g  C l u s t a l  w  s o f t w a r e  ( h t t p : / / w w w . e b i . a c . u k )  
a n d  e x a m i n e d  f o r  s u i t a b l e  c o n s e r v e d  p r i m e r  a n d  p r o b e  s i t e s  ( F i g u r e  2 . 4 ) .  D e t a i l s  o f  S V 4 0  T -  
a g - s p e c i f i c  p r i m e r  a n d  p r o b e  n u c l e i c  a c i d  s e q u e n c e s  u s e d  i n  t h i s  a s s a y  a r e  i n c l u d e d  i n  T a b l e  
2 . 4 .  T h e  T - a g - s p e c i f i c  p r o b e  w a s  l a b e l l e d  w i t h  F A M  ( 6 - c a r b o x y f l u o r e s c e i n )  a t  t h e  5 ' e n d  a n d  
M G B  ( m i n o r  g r o o v e  b i n d e r )  a t  t h e  3 '  e n d .  
U p o n  r e c e i p t ,  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e s  w e r e  
r e s u s p e n d e d  i n  s t e r i l e  w a t e r  ( G i b c o )  t o  a  s t o c k  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 0  p M  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  
i n  s m a l l  v o l u m e s .  T a q M a n B  R N A s e  P  C o n t r o l  R e a g e n t  ( A p p l i e d  B i o s y s t e m s ) ,  c o n t a i n e d  t h e  
p a t e n t e d  p r i m e r s  a n d  p r o b e  ( V I C - l a b e l l e d )  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  R N A s e  P  g e n e .  
C L U S T A L  2 . 0 . 1 1  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  a l i g n m e n t  o f  T - a n t i g e n  g e n e  o f  S V 4 0  s t r a i n s  7 7 6 - 1 3 ,  - 2 E  a n d  - 2 E - S M  
T T A T G T T T C A G G T T C A G G G G G A G G T G T G G G A G G T T T T T T A C C T C T A C A  6 0  
T T A T G T T T C A G G T T C A G G G G G A G G T G T G G G A G G T T T T T T A C C T C T A C A  6 0  
T T A T G T T T C A G G T T C A G G G G G A G G T G T G G G A G G T T T T T T A C C T C T A C A  6 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
G C C T T G G G A C T G T G A A T C A A T G C C T G T T ' r C A T G C C C T G A G T C T A T T C T T C T C C C C  1 8 0  
G C C T T G G G A C T G T G A A T C A A T G C C T G T T T C A T G C C C T G A G T C C A T G T C T T C T C C C C  1 8 0  
I C C I T G ~ G A C T G ~ G A A T C A A T I I [ C C I G T I T C : A T G ~ C C ~ G ~ T C ~ T C C A ' I ' ~ T T C T T C T C C C C  1 8 0  
* *  * *  * * * * *  * * * * * *  * A * * *  A * * * * * * * * * *  
A C C A T C T T C A T T T T T A T C A G C A T T T T C C T G G C T G T C T T C A T C A T C A T C A T C A C T G T T T C T  2 4 0  
A C C A T C T T C A T T T T T A T C A G C A T T T T C C T G G C T G T C T T C A T C A T C A T C A T C A C T G T T T C T  2 4 0  
A C C A T C T T C A T T T T T A T C A G C A T T T T C C T G G C T G T C T T C A T C A T C A T C A T C A C T G T T T C T  2 4 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
T A G C C A A T C T A A A A C T C C A A T T C C C A T A G C C A C A T T A A A C T T C A T T T T T T G A T A C A C T G A  3 0 0  
T A G C C A A T C T A A A A C T C C A A T T C C C A T A G C C A C A T T A A A C T T C A T T T T T T G A T A C A C T G A  3 0 0  
T A G C C A A T C T A A A A C T C C A A T T C C C A T A G C C A C A T T A A A C T T C A T T T T T T G A T A C A C T G A  3 0 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
C A A A C T A A A C T C T T T G T C C A A T C T C T C T T T C C A C T C C A C A T A C T T T G  3 6 0  
C A A A C T A A A C T C T T T G T C C A A T C T C T C T T T C C A C T C C A C A T A C T T T G  3 6 0  
C A A A C T A A A C T C T T T G T C C A A T C T C T C T T T C C A C T C C A C A T A C T T T G  3 6 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
A G C A A A C T C A G C C A C A G G T C T G T A C C A A A T T A A C A T A T G C C A C T T T G  4 2 0  
A G C A A A C T C A G C C A C A G G T C T G T A C C A A A T T A A C A T A A G A T G C C A C T T T G  4 2 0  
A G C A A A C T C A G C C A C A G G T C T G T A C C A A A T T A A C A T A A G A T G C C A C T T T G  4 2 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
A A T T A T T C T C T T T T C T A A C ~ C T C A C T G C G T T C C A G G C A A T G C T T T A A A T A A T C T T T  4 8 0  
A A T T A T T C T C T T T T C T A A C W C T C A C T G C G T T C C A G G C A A T G C T T T A A A T A A T C T T T  4 8 0  
A A T T A T T C T C T T T T C T A A C W C T C A C T G C G T T C C A G G C A A T G C T T T A A A T A A T C T T T  4 8 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
G G G C C T A A A A T C T A T T T G T T T T A C A A A T C T G G C C T G C A G T G T T T T A G G C A C A C T G T A C T C  5 4 0  
G G G C C T A A A A T C T A T T T G T T T T A C A A A T C T G G C C T G C A G T G T T T T A G G C A C A C T G T A C T C  5 4 0  
G G G C C T A A A A T C T A T T T G T T T T A C A A A T C T G G C C T G C A G T G T T T T A G G C A C A C T G T A C T C  5 4 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
A T T C A T G G T G A C T A T T C C A G G G G G A A A T A T T T G A G T T C T T T T A T T T A G G T G T T T C T T T T C  6 0 0  
A T T C A T G G T G A C T A T T C C A G G G G G A A A T A T T T G A G T T C T T T T A T T T A G G T G T T T C T T T T C  6 0 0  
A T T C A T G G T G A C T A T T C C A G G G G G A A A T A T T T G A G T T C T T T T A T T T A G G T G T T T C T T T T C  6 0 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
T A A G T T T A C C T T A A C A C T G C C A T C C A A A T A A T C C C T T A A T T C C  6 6 0  
T A A G T T T A C C T T A A C A C T G C C A T C C A A A T A A T C C C T T A T T C C  6 6 0  
T A A G T T T A C C T T A A C A C T G C C A T C C A A A T A A T C C C T T A A T T C C  6 6 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
C T G A C C T G A A G G C A A A T C T C T G G A C T C C C C T C C A G T G C C C T T T A C A T C C T C W C T A C  7 2 0  
C T G A C C T G A A G G C A A A T C T C T G G A C T C C C C T C C A G T G C C C T T T A C A T C C T C W C T A C  7 2 0  
C T G A C C T G A A G G C A A A T C T C T G G A C T C C C C T C C A G T G C C C T T T A C A T C C T C C T A C  7 2 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
T A A A A A C T G G T C A A T A G C T A C T C C T A G C T C A A A G T T C A G C C T G T C C A A G G G C A A A T T A A C  7 8 0  
T A A A A A C T G G T C A A T A G C T A C T C C T A G C T C A A A G T T C A G C C T G T C C A A G G G C A A A T T A A C  7 8 0  
T A A A A A C T G G T C A A T A G C T A C T C C T A G C T C A A A G T T C A G C C T G T C C A A G G G C A A A T T C  7 8 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
A T T T A A A G C T T T C C C C C C A C A T A A T T C A A G C A A A G C A G C T G C T A A T G T A G T T T T A C C A C T  8 4 0  
A T T T M G C T T T C C C C C C A C A T A A T T C A A G C A A A G C A G C T G C T A A T G T A G T T T T A C C A C T  8 4 0  
A T T T A A A G C T T T C C C C C C A C A T A A T T C A A G C A A A G C A G C T G C T A A T G T A G T T T T A C C A C T  8 4 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
A T C A A T T G G T C C T T T A A A C A G C C A G T A T C T T T T T T T A G G A A T G T T G T A C A C C A T G C A T T T  9 0 0  
A T C A A T T G G T C C T T T A A A C A G C C A G T A T C T T T T T T T A G G A A T G T T G T A C A C C A T G C A T T T  9 0 0  
A T C A A T T G G T C C T T T A A A C A G C C A G T A T C T T T T T T T A G G A T G T T G T A C A C C A T G C A T T T  9 0 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
T m G T C A T A C A C C A C T G A A T C C A T T T T G G G C A A C A A A C A G T G T A G C C A A G C A A C T C C  9 6 0  
T A A A A A G T C A T A C A C C A C T G A A T C C A T T T T G G G C A A C A C T C C  9 6 0  
T A A A A A G T C A T A C A C C A C T G A A T C C A T T T T G G G C A A C A A A C A G T G T A G C C A A G C A A C T C C  9 6 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
A G C C A T C C A T T C T T C T A T G T C A G C A G A G C C T G T A G A A C C M C A T T A T A T C C A T C C T A T C  1 0 2 0  
A G C C A T C C A T T C T T C T A T G T C A G C A G A G C C T G T A G A A C C A A A C A T T A T A T C C A T C C T A T C  1 0 2 0  
A G C C A T C C A T T C T T C T A T G T C A G C A G A G C C T G T A G A A C C A A A c A T T A T A T c c A T c c T A T c  1 0 2 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
C A A A A G A T C A T T A A A T C T G T T T G T T A A C A T T T G T T C T C T A G T T A A T T G T A G G C T A T C A A C  1 0 8 0  
C A A A A G A T C A T T M T C T G T T T G T T A A C A T T T G T T C T C T A G T T A A T T G T A G G C T A T C A A C  1 0 8 0  
C A A A A G A T C A T T A A A T C T G T T T G T T A A C A T T T G T T C T C T A G T T A A T T G T A G G C T A T C A A C  1 0 8 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
C C G C T T T T T A G C T A A A A C A G T A T C A A C A G C C T G T T G G C A T A T G G T T T T T T G G T T T T T G C T  1 1 4 0  
C C G C T T T T T A G C T W C A G T A T C A A C A G C C T G T T G G C A T A T G G T T T T T T G G T T T T T G C T  1 1 4 0  
C C G C T T T T T A G C T A A A A C A G T A T C A A C A G C C T G T T G G C A T A T G G T T T T T T G G T T T T T G C T  1 1 4 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
G T C A G C A A A T A T A G C A G C A T T T G C A T A A T G C T T T T C A T G G T A C T T A T A G T G G C T G G G C T G  1 2 0 0  
G T C A G C A A A T A T A G C A G C A T T T G C A T A A T G C T T T T C A T G G T A C T T A T A G T G G C T G G G C T G  1 2 0 0  
G T C A G C A A A T A T A G C A G C A T T T G C A T A A T G C T T T T C A T G G T A C T T A T A G T G G C T G G G C T G  1 2 0 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
T T C T T T T T T A A T A C A T T T T M C A C A T T T C A A A A C T G T A C T G A A A T T C C A A G T A C A T C C C  1 2 6 0  
T T C T T T T T T A A T A C A T T T T A A A C A C A T T T C A A A A C T G T A C T G A A A T T C C A G T A C A T C C C  1 2 6 0  
T T C T T T T T T A A T A C A T T T T A A A C A C A T T T C A A A A C T G T A C T G A A A T T C C A A G T A C A T C C C  1 2 6 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
A A G C A A T A A C A A C A C A T C A T C A C A T T T T G T T T C C A T T G C A T A C T C T G T T A C A A G C T T C C A  1 3 2 0  
A A G C A A T A A C A A C A C A T C A T C A C A T T T T G T T T C C A T T G C A T A C T C T G T T A C A A G C T T C C A  1 3 2 0  
A A G C A A T A A C A A C A C A T C A T C A C A T T T T G T T T C C A T T G C A T A C T C T G T T A C A A G C T T C C A  1 3 2 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
G G A C A C T T G T T T A G T T T C C T C T G C T T C T T C T G G A T T A A A A C C C A C C  1 3 8 0  
G G A C A C T T G T T T A G T T T C C T C T G C T T C T T C T G G A T T W T C A T G C T C C T T T A A C C C A C C  1 3 8 0  
G G A C A C T T G T T T A G T T T C C T C T G C T T C T T C T G G A T T A A F L C C C A C C  1 3 8 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
T G G C M C T T T C C T C A A T A A C A G W T G G A T C T C T A G T C A A G G C A C T A T A C A T C A A A T A  1 4 4 0  
T G G C A A A C T T T C C T C A A T A A C A G A A A A T G G A T C T C T A G T C A A G G C A C T A T A C A T C A A A T A  1 4 4 0  
T G G C A A A C T T T C C T C A A T A A C A G A A A A T G G A T C T C T A G T C A A G G C A C T A T A C A T C T A  1 4 4 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 7 6 - 2 3  T T C C T T A T T A A C C C C T T T A C A A A T T W G C T A A A G G T A C A C A A T T T T T G A G C A T A G T T  1 5 0 0  
7 7 6 - 1 3  T T C C T T A T T A A C C C C T T T A C A A A T T W G C T A A A G G T A C A C A A T T T T T G A G C A T A G T T  1 5 0 0  
7 7 6 - 2 E - S M  T T C C T T A T T A A C C C C T T T A C A A A T T W G C T A A A G G T A C A C A A T T T T T G A G C A T A G T T  1 5 0 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 7 6 - 2 E  A T T A A T A G C A G A C A C T C T A T G C C T G T G T G G A G T A A G W C A G T A T G T T A T G A T T A T A  1 5 6 0  
7 7 6 - 1 E  A T T A A T A G C A G A C A C T C T A T G C C T G T G T G G A G T A A G ~ C A G T A T G T T A T G A T T A T A  1 5 6 0  
7 7 6 - 2 E - S M  A T T A A T A G C A G A C A C T C T A T G C C T G T G T G G A G T A A G W C A G T A T G T T A T G A T T A T A  1 5 6 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
A C T G T T A T G C C T A C T T A T A A A G G T T A C A G A A T A T T T T T C C A T M T T T T C T T G T A T A G C A G  1 6 2 0  
A C T G T T A T G C C T A C T T A T A A A G G T T A C A G A A T A T T T T T C C A T A A T T T T C T T G T A T A G C A G  1 6 2 0  
A C T G T T A T G C C T A C T T A T A A A G G T T A C A G A A T A T T T T T C C A T A A T T T T C T T G T A T A G C A G  1 6 2 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
T G C A G C T T T T T C C T T T G T G G T G T A A A T A G C A A A G C A A G C A A G A G T T C T A T T A C T A A A C A C  1 6 8 0  
T G C A G C T T T T T C C T T T G T G G T G T A A A T A G C A A A G C A A G C A A G A G T T C T A T T A C T A A A C A C  1 6 8 0  
T G C A G C T T T T T C C T T T G T G G T G T A A A T A G C A A A G C A A G C A A G A G T T C T A T T A C T A A A C A C  1 6 8 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
A G C A T G A C T C W C T T A G C A A T T C T G A A G G A A A G T C C T T G G G G T C T T C T A C C T T T C T  1 7 4 0  
A G C A T G A C T C A A A A A A C T T A G C A A T T C T G A A G G A A A G T C C T T G G G G T C T T C T A C C T T T C T  1 7 4 0  
A G C A T G A C T C A A A A A A C T T A G C A A T T C T G A A G G A A A G T C C T T G G G G T C T T C T A C C T T T C T  1 7 4 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 7 6 - 2 3  C T T C T T T T T T G G A G G A G T A G A A T G T T G T T G A G A G T C A G C A G T A G C C T C A T C A T C A C T A G A T G G  1 8 0 0  
7 7 6 - 1 3  C T T C T T T T T T G G A G G A G T A G A A T G T T G A G A G T C A G C A G T A G C C T C A T C A T C A C T A G A T G G  1 8 0 0  
7 7 6 - 2 E - S M  C T T C T T T T T T G G A G G A G T A G A A T G T T G A G A G T C A G C A G T A G C C T C A T C A T C A C T A G A T G G  1 8 0 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 7 6 - 2 E  C A T T T C T T C T G A G C A A A A C A G G T T T T C C T C A T T A A A G G C A T T C C A C C A C T G C T C C C A T T C  1 8 6 0  
7 7 6 - 1 E  C A T T T C T T C T G A G C A A A A C A G G T T T T C C T C A T T A A A G G C A T T C C A C C A C T G C T C C C A T T C  1 8 6 0  
7 7 6 - 2 E - S M  T C T T C T G f  G C A T T C C A C C A C T G C T C C C A T T C  1 8 6 0  
-  
* * * J  
S V 4 0  P R O B E  
7 7 6 - 2 E  A T C A T T C C A T A G G T T G G A A T C T C A G T T G C A T C C C A G A A G C G T C A G G T T G A T G A  1 9 2 0  
7 7 6 - 1 E  A T C A T T C C A T A G G T T G G A A T C T C A G T T G C A T C C C A G A A G C G T C A G G T T G A T G A  1 9 2 0  
7 7 6 - 2 E - S M  A T C A T T C C A T A G G T T G G A A T C T C A G T T G C A T C C C A G A A G C G T C A G G T T G A T G A  1 9 2 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 7 6 - 2 E  G C A T A T T T T A C T C C A T C T T C C A T T T T C T T G T A C A G A G T A T T C A T T T T C T T C A T T T T T T C T  1 9 8 0  
7 7 6 - 1 E  G C A T A T T T T A C T C C A T C T T C C A T T T T C T T G T A C A G A G T A T T C A T T T T C T T C A T T T T T T C T  1 9 8 0  
7 7 6 - 2 E - S M  G C A T A T T T T A C T C C A T C T T C C A T T T T C T T G T A C A G A G T A T T C A T T T T C T T C A T T T T T T C T  1 9 8 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 7 6 - 2 3  T C A T C T C C T C C T T T A T C A G G A T G A A A C T C C T T G C A T T T T T T T A A A T A T G C C T T T C T C A T C  2 0 4 0  
7 7 6 - 1 3  T C A T C T C C T C C T T T A T C A G G A T G A A A C T C C T T G C A T T T T T T T A A A T A T G C C T T T C T C A T C  2 0 4 0  
7 7 6 - 2 E - S M  T C A T C T C C T C C T T T A T C A G G A T G A A A C T C C T T G C A T T T T T T T A A A T A T G C C T T T C T C A T C  2 0 4 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 7 6 - 2 3  A G A G G A A T A T T C C C C C A G G C A C T C C T T T C A A G A C C T A G A A G G T C C A T T A G C T G C A A A G A T  2 1 0 0  
7 7 6 - 1 E  A G A G G A A T A T T C C C C C A G G C A C T C C T T T C A A G A C C T A G A G A T  2 1 0 0  
7 7 6 - 2 E - S M  A G A G G M T A T T C C C C C A G G C A C T C C T T T C A A G A C C T A G A A G G T C C A T T A G C T G C A A A G A T  2 1 0 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 7  6 - 2 3  T C C T C T C T G T T T A A A A C T T T A T C C A T  2 1 2 6  
7 7 6 - 1 E  T C C T C T C T G T T T A A A A C T T T A T C C A T  2 1 2 6  
7 7 6 - 2 E - S M  T C C T C T C T G T T T A A A A C T T T A T C C A T  2 1 2 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
F i g u r e  2 . 4 :  A l i g n m e n t  o f  t h e  s e q u e n c e  o f  t h e  T - a n t i g e n  g e n e  f i o m  S V 4 0  s t r a i n s  7 7 6 - l E ,  - 2 E  ( G e n b a n k  a c c e s s i o n  
n u m b e r  J 0 2 4 0 0 . 1 )  a n d  - 2 E - S M  ( S u l l i v a n  e t  a l ,  2 0 0 5 )  s h o w i n g  f o r w a r d  p r i m e r  ( F P ) ,  r e v e r s e  p r i m e r  ( R P )  a n d  p r o b e  

2 . 6 . 2 . 2  R Q - P C R  q u a n t i f i c a t i o n  s t a n d a r d s  
Q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  S V 4 0  T - a g  a n d  h u m a n  R N A s e  P  g e n e s  w a s  p e r f o r m e d ,  b y  g e n e r a t i n g  a  
d i l u t i o n  s e r i e s  u s i n g  q u a n t i f i c a t i o n  s t a n d a r d s  w i t h  k n o w n  g e n e  c o p y  n u m b e r s  r a n g i n g  f r o m  
l o 7  t o  1 0 '  c o p i e s .  Q u a n t i f i c a t i o n  s t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r e d  b y  m a k i n g  s e r i a l  1 0 - f o l d  d i l u t i o n s  
o f  p l a s m i d  D N A  e n c o d i n g  t h e  t a r g e t  g e n e s .  F o r  t h e  S V 4 0  T - a g  q u a n t i f i c a t i o n  s t a n d a r d s ,  a  
p r e v i o u s l y  p r e p a r e d  p l a s m i d  e n c o d i n g  t h e  f u l l - l e n g t h  S V 4 0  g e n o m e ,  p S V 4 0 - B 2 E  s t r a i n  
B a y l o r  w a s  u s e d  ( L e d n i c k y  a n d  B u t e l ,  1 9 9 7 ) .  R N A s e  P  s t a n d a r d s  h a d  b e e n  p r e p a r e d  b y  
c l o n i n g  R N A s e  P  g e n e  a m p l i c o n s  f r o m  h u m a n  p l a c e n t a l  D N A  i n t o  a  p U C l 9  p l a s m i d  
( M c N e e s  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  T h e  R N A s e  P  i n s e r t  w a s  t h e n  c o n f i r m e d  b y  r e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  a n d  
n u c l e i c  a c i d  s e q u e n c e  a n a l y s i s .  P l a s m i d  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  
s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y ,  a n d  d i l u t i o n s  w e r e  m a d e  a c c o r d i n g l y .  A c c u r a t e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  
s t a n d a r d  d i l u t i o n  s e r i e s  w a s  c o n f i r m e d  b y  R Q - P C R  a n a l y s i s  a n d  t h e  p l a s m i d  s t a n d a r d s  w e r e  
t h e n  s t o r e d  i n  s m a l l - v o l u m e  a l i q u o t s  a t  - 2 0 ° C .  Q u a n t i f i c a t i o n  s t a n d a r d s  w e r e  a n a l y s e d  i n  
d u p l i c a t e  i n  e a c h  R Q - P C R  a s s a y .  
2 . 6 . 2 . 3  R Q - P C R  a s s a y  
R Q - P C R  r e a c t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  i n  t h e  P C R  C l e a n  R o o m s  C o r e  F a c i l i t y  a t  t h e  D e p a r t m e n t  
o f  M o l e c u l a r  V i r o l o g y  a n d  M i c r o b i o l o g y ,  B a y l o r  C o l l e g e  o f  M e d i c i n e .  T h i s  f a c i l i t y  i s  a n  
a r e a  w i t h  P C R - p r e p a r a t i o n  d e d i c a t e d  w o r k s p a c e s  a n d  e q u i p m e n t .  A l l  e q u i p m e n t  a n d  
r e a c t i o n  r e a g e n t s  u s e d  t o  p r e p a r e  R Q - P C R  r e a c t i o n  m i x e s  w e r e  s t o r e d  i n  t h i s  P C R  f a c i l i t y  
a n d  u s e d  i n  t h i s  a r e a .  E q u i p m e n t  w a s  a l l o w e d  t o  s t a n d  u n d e r  U V  l i g h t  f o r  g r e a t e r  t h a n  1 5  
m i n  b e f o r e  u s e .  I m m e d i a t e l y  b e f o r e  u s e ,  a l i q u o t s  o f  P C R  r e a g e n t s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  - 2 0 ° C  
s t o r a g e  a n d  t h a w e d  i n s i d e  t h e  b i o l o g i c a l  c a b i n e t .  D e t a i l s  o f  a l l  r e a g e n t s  u s e d  w e r e  r e c o r d e d .  
T h e  t w o  s i n g l e p l e x  R Q - P C R  a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  S V 4 0  T - a g  a n d  t h e  s i n g l e  c o p y  
R N A s e  P  g e n e s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  p a r a l l e l  o n  D N A  s a m p l e s  f r o m  t h e  i n f e c t i o n  t i m e  c o u r s e .  
A  m a s t e r  m i x  o f  P C R  c o m p o n e n t s  w a s  p r e p a r e d  s e p a r a t e l y  f o r  b o t h  S V 4 0  a n d  R N A s e  P  
r e a c t i o n s .  T h e  5 0  p l  S V 4 0  r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d  2 5  p l  o f  2 X  T a q M a n B  U n i v e r s a l  P C R  
M a s t e r  M i x  2 X  ( A p p l i e d  B i o s y s t e m s ) ,  9 0 0  n M  o f  S V 4 0  p r i m e r s  S V P E N T l  a n d  S V P E N T 2  
a n d  1 0 0  n M  o f  t h e  S V 4 0  p r o b e .  T h e  R N A s e  P  r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n s i s t e d  o f  2 5  p1 o f  2 X  
T a q M a n B  U n i v e r s a l  P C R  M a s t e r  M i x  2 X  ( A p p l i e d  B i o s y s t e m s )  a n d  2 . 5  p l  T a q M a n B  F A M -  
M G B  c o n t r o l  r e a g e n t  R N A s e  P  p r i m e r  a n d  p r o b e ,  u s e d  a s  p e r  m a n u f a c t u r e r ' s  d i r e c t i o n s .  
B o t h  m a s t e r  m i x e s  w e r e  b r o u g h t  u p  t o  4 0  p1 w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  ( G i b c o ) .  A  4 0  p1 a l i q u o t  o f  
t h e  m a s t e r r n i x  w a s  a d d e d  t o  e a c h  P C R  t u b e  ( M i c r o A m p T M  O p t i c a l  8 - T u b e  S t r i p ,  A p p l i e d  
B i o s y s t e m s )  a n d  r e a c t i o n s  w e r e  s e a l e d  w i t h  o p t i c a l  c a p s  ( A p p l i e d  B i o s y s t e m s ) .  O u t s i d e  o f  
t h e  P C R  C l e a n  R o o m s  C o r e  F a c i l i t y ,  1 0  p1 o f  S V 4 0 - i n f e c t e d  c e l l  D N A  s a m p l e s  o r  s t a n d a r d  
p l a s m i d  d i l u t i o n s  w e r e  a d d e d  i n  d u p l i c a t e  t o  t h e  P C R  t u b e s .  A  n o n - t e m p l a t e  c o n t r o l  ( N T C )  
c o n t a i n i n g  a l l  P C R  c o m p o n e n t s  b u t  l a c k i n g  t e s t  o r  p l a s m i d  D N A  w a s  a l s o  i n c l u d e d  i n  a l l  
R Q - P C R  r e a c t i o n s  a s  a  n e g a t i v e  c o n t r o l  f o r  D N A  a m p l i f i c a t i o n .  A  s e r i e s  o f  u n i n f e c t e d  m o c k  
s a m p l e s ,  t a k e n  a t  d i f f e r e n t  t i m e  p o i n t s ,  w e r e  a n a l y s e d  w i t h  e a c h  R Q - P C R  r u n  f o r  b o t h  S V 4 0  
T - a g  a n d  h u m a n  R N A s e  P  a s  a  n e g a t i v e  c o n t r o l  f o r  S V 4 0  d e t e c t i o n .  P C R  r e a c t i o n  t u b e s  
w e r e  c e n t r i f u g e d  b r i e f l y  u s i n g  a  m i c r o c e n t r i f u g e  b e f o r e  R Q - P C R  a n a l y s i s .  
2 . 6 . 2 . 4  R Q - P C R  a m p l i f i c a t i o n  c o n d i t i o n s  
A m p l i f i c a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  t h e  A B I  P R I S M  7 0 0 0  S e q u e n c e  D e t e c t i o n  S y s t e m  
( A p p l i e d  B i o s y s t e m s )  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r ' s  r e c o m m e n d a t i o n s .  R e a c t i o n  
c o n d i t i o n s  f o r  a m p l i f i c a t i o n  o f  b o t h  t a r g e t  g e n e s  w e r e  a s  f o l l o w s :  5 0 ° C  f o r  2  m i n ,  9 5 ° C  f o r  
1 0  m i n  t o  a c t i v a t e  h o t  s t a r t  T a g  D N A  p o l y m e r a s e ,  4 0  c y c l e s  o f  d e n a t u r i n g  a t  9 5 O C  f o r  1 5  s  
f o l l o w e d  b y  a n n e a l i n g  a n d  e x t e n s i o n  a t  6 0 ° C  f o r  1  m i n .  A m p l i f i c a t i o n  d a t a ,  m e a s u r e d  a s  a n  
i n c r e a s e  i n  r e p o r t e r  f l u o r e s c e n c e ,  w e r e  c o l l e c t e d  i n  r e a l  t i m e  a n d  a n a l y s e d  b y  S e q u e n c e  
D e t e c t i o n  S y s t e m  s o f t w a r e  ( A p p l i e d  B i o s y s t e m s ) .  
2 . 6 . 2 . 5  A n a l y s i s  o f  R Q - P C R  
A b s o l u t e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  t a r g e t  S V 4 0  a n d  R N A s e  P  g e n e s  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  s t a n d a r d  
c u r v e s  g e n e r a t e d  b y  p l o t t i n g  t h e  l o g l o  o f  t h e  k n o w n  g e n e  c o p y  n u m b e r  o f  t h e  s t a n d a r d  
d i l u t i o n  s e r i e s  a g a i n s t  t h e  C T  v a l u e  o b t a i n e d  i n  t h e  R Q - P C R  a n a l y s i s .  T h e  C T  v a l u e  i s  
d e f i n e d  a s  t h e  t h r e s h o l d  c y c l e ,  w h i c h  i s  t h e  c y c l e  n u m b e r  c a l c u l a t e d  b y  t h e  S e q u e n c e  
D e t e c t i o n  S o f t w a r e  a t  w h i c h  f l u o r e s c e n c e  i s  t e n  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  a b o v e  t h e  m e a n  
b a c k g r o u n d  s i g n a l  i n  t h e  f i r s t  1 5  c y c l e s .  D e t e c t i o n  o f  t a r g e t  g e n e s  o c c u r s  a t  t h r e s h o l d  c y c l e .  
U s i n g  t h e  s t a n d a r d  c u r v e s  g e n e r a t e d  f r o m  e a c h  a s s a y ,  m e a n  q u a n t i t i e s  o f  t h e  d u p l i c a t e  
s a m p l e s  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  C T  r e s u l t s .  T o  c a l c u l a t e  t h e  R N A s e  P  c o p y  n u m b e r  p e r  
c e l l ,  t h e  R N A s e  P  m e a n  q u a n t i t y  w a s  d i v i d e d  b y  t w o  t o  c a l c u l a t e  t h e  R N A s e  P  c o p y  n u m b e r  
p e r  c e l l ,  a s  t h e r e  i s  o n e  g e n e  c o p y  p e r  h u m a n  g e n o m e  a n d  h u m a n  c e l l s  a r e  d i p l o i d .  T h i s  
f i g u r e  w a s  t h e n  d i v i d e d  b y  t h e  S V 4 0  m e a n  q u a n t i t y  t o  g i v e  t h e  n u m b e r  o f  T - a g  c o p i e s  p e r  
c e l l .  
3 . 0  R e s u l t s  
T h i s  s t u d y  w a s  d e s i g n e d  t o  i n v e s t i g a t e  S V 4 0  i n t e r a c t i o n  w i t h  h u m a n  l y m p h o c y t e s  b y  
i n f e c t i n g  t h r e e  l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s  w i t h  t h r e e  d i f f e r e n t  s t r a i n s  o f  S V 4 0  a s  i l l u s t r a t e d  i n  
F i g u r e  2 . 2 .  I n f e c t e d  c e l l  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  u p  t o  1 3  d a y s  a n d  d u r i n g  t h i s  t i m e  
p e r i o d  a l i q u o t s  w e r e  t a k e n  a t  t i m e  p o i n t s  f o r  a n a l y s i s  o f  l y m p h o c y t e  s u r f a c e  m a r k e r  
e x p r e s s i o n ,  S V 4 0  T - a g  e x p r e s s i o n  a n d  S V 4 0  v i r a l  l o a d .  I n  a d d i t i o n ,  d a i l y  c e l l  c o u n t s  a l l o w e d  
S V 4 0  e f f e c t  o n  l y m p h o c y t e  c e l l  g r o w t h  t o  b e  e x a m i n e d .  
3 . 1  
C e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  v i a b i l i t y  o f  S V 4 0 - i n f e c t e d  c e l l  l i n e s  
T o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t  o f  S V 4 0  i n f e c t i o n  o n  t h e  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  v i a b i l i t y  o f  B  
l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s  B J A B  a n d  D G 7 5  a n d  T  c e l l  l i n e  C E M ,  a  v i a b l e  c e l l  c o u n t  w a s  
p e r f o r m e d  d a i l y  t h r o u g h o u t  t h e  i n f e c t i o n  t i m e  c o u r s e ,  u s i n g  t h e  t r y p a n  b l u e  e x c l u s i o n  a s s a y .  
W h e n  l y m p h o c y t e  c e l l  v i a b i l i t y  w a s  c a l c u l a t e d ,  b y  e x p r e s s i n g  t h e  n u m b e r  o f  l i v e  c e l l s  a s  a  
p e r c e n t a g e  o f  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  c e l l s  c o u n t e d ,  t h e  p e r c e n t a g e  v i a b i l i t y  o f  a l l  S V 4 0 - i n f e c t e d  
c e l l  l i n e s  r e m a i n e d  a b o v e  9 0 %  s i m i l a r  t o  t h e  u n i n f e c t e d  m o c k  s a m p l e s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  
i n f e c t i o n  w i t h  a n y  o f  t h e  t h r e e  v i r a l  s t r a i n s  o f  S V 4 0  w a s  n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  c e l l  d e a t h .  
A n  i n c r e a s e  i n  c e l l  n u m b e r s  i n  t h e  D G 7 5  c e l l  l i n e ,  f o l l o w i n g  i n f e c t i o n  w i t h  7 7 6 - 1 E  a n d  7 7 6 -  
2 E  S V 4 0  s t r a i n s  w a s  o b s e r v e d ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e s e  p a r t i c u l a r  v i r u s e s  m a y ,  i n  f a c t ,  i n d u c e  
p r o l i f e r a t i o n  o f  t h i s  B - l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e  ( F i g u r e  3 . 1  a ) .  I n  D G 7 5  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  
s i n g l e  e n h a n c e r  v i r u s ,  S V 4 0  7 7 6 - l E ,  t h e r e  w a s  a n  i n c r e a s e  i n  c e l l  n u m b e r s  f r o m  2  x  1 0 '  o n  6  
d . p . i .  t o  7  x  l o 7  o n  1 3  d . p . i .  D G 7 5  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  v i r u s  S V 4 0  7 7 6 - 2 E ,  c o n t a i n i n g  a  
d u p l i c a t e d  e n h a n c e r  e l e m e n t ,  d i s p l a y e d  c e l l  n u m b e r  i n c r e a s e s  f r o m  2  x  l o 7  o n  7  d . p . i .  t o  8  x  
l o 7  b y  d a y  1 3 .  T h e s e  i n c r e a s e s  i n  c e l l  n u m b e r s  i n  b o t h  t h e  - l E  a n d  - 2 E  i n f e c t e d  D G 7 5  c e l l s  
r e p r e s e n t  a l m o s t  a  f o u r - f o l d  i n c r e a s e  s e e n  o v e r  t h e  t i m e  c o u r s e  p e r i o d  c o m p a r e d  t o  t h e  
u n i n f e c t e d  m o c k  c e l l s ,  w h i c h  r e m a i n e d  a t  a  c o n s t a n t  c e l l  n u m b e r  t h r o u g h o u t  t h e  1 3  d a y s  
( F i g u r e  3 . 2 ) .  
T h e  S V 4 0  7 7 6 - 1 E  a n d  S V 4 0  7 7 6 - 2 E - i n d u c e d  p r o l i f e r a t i o n  s e e n  i n  t h e  D G 7 5  c e l l  l i n e  w a s  n o t  
m i r r o r e d  i n  t h e  o t h e r  B  c e l l  l i n e ,  B J A B ,  w i t h  t h e  n u m b e r  o f  l i v e  c e l l s  i n  i n f e c t e d  c u l t u r e s  
r e m a i n i n g  c o n s t a n t  a t  2  x  l o 7  c e l l s  u n t i l  t h e  e n d  o f  t h e  t i m e  c o u r s e  ( F i g u r e  3 . 1  b ) .  U n l i k e  t h e  
D G 7 5  c e l l  l i n e ,  t h e  u n i n f e c t e d  m o c k  B J A B  c e l l s  o u t g r e w  t h e  i n f e c t e d  c u l t u r e s ,  w i t h  n u m b e r s  
r e a c h i n g  a  p e a k  o f  5  x  l o 7  c e l l s  o n  1 0  d . p . i .  b e f o r e  d e c r e a s i n g  b a c k  d o w n  t o  b e l o w  3  x  l o 7  b y  
1 3  d . p . i .  I n  c o n t r a s t  t o  t h e  S V 4 0  - l E  a n d  - 2 E  s t r a i n s ,  t h e  m i R N A  m u t a n t  v i r u s  7 7 6 - 2 E - S M  
f a i l e d  t o  i n d u c e  p r o l i f e r a t i o n  i n  e i t h e r  o f  t h e  t w o  B  c e l l  l i n e s ,  B J A B  a n d  D G 7 5 ,  i n s t e a d  
a p p e a r i n g  t o  s t a g n a t e  c e l l  g r o w t h ,  w i t h  t h e  n u m b e r  o f  l i v e  c e l l s  b e i n g  r e d u c e d  f o l l o w i n g  
i n f e c t i o n  ( F i g u r e  3 . 1  a  a n d  3 . 1  b ) .  T h e  s a m e  p a t t e r n  o f  g r o w t h  i s  s e e n  i n  t h e  t w o  B  c e l l  l i n e s  
i n f e c t e d  w i t h  t h e  m u t a n t  v i r u s .  I n  b o t h  c a s e s ,  c e l l  g r o w t h  w a s  c o m p a r a b l e  t o  t h e  u n i n f e c t e d  
m o c k  s a m p l e  u p  u n t i l  6  d . p . i . ,  a f t e r  w h i c h  t i m e ,  c e l l  n u m b e r s  d e c r e a s e d  a n d  r e m a i n e d  
b e t w e e n  1  x  l o 6  a n d  2  x  l o 7  u n t i l  1 3  d . p . i .  
I n  t h e  S V 4 0 - i n f e c t e d  T  c e l l  l i n e ,  C E M ,  n o  n o t a b l e  c h a n g e  i n  c e l l  n u m b e r s  w a s  o b s e r v e d  
a m o n g  t h e  d i f f e r e n t  c u l t u r e s  ( F i g u r e  3 . 1  c ) .  T h e  C E M  S V 4 0 - i n f e c t e d  a n d  u n i n f e c t e d  m o c k  
c e l l s  g r e w  a t  a  s i m i l a r  r a t e .  B y  1 3  d . p . i . ,  t h e  C E M  m o c k  c e l l  c u l t u r e  r e a c h e d  o v e r  5  x  l o 7  
c e l l s  w i t h  t h e  - 2 E  a n d  -  1 E  i n f e c t e d  c u l t u r e s  g r o w i n g  t o  b e t w e e n  2  x  l o 7  a n d  3  x  1  o 7  c e l l s  o v e r  
t h e  1 3  d a y s  r e s p e c t i v e l y .  
( a )  
8 . E 4 - 0 7  
+ D G 7 5  M o c k  
7 . E 4 - 0 7  
- t  D G 7 5  7 7 6 - 1 3  
V )  
6 . E 4 - 0 7  
+ D G 7 5  7 7 6 - 2 3  
0  
s  5 . E 4 - 0 7  
+ D G 7 5  7 7 6 - 2 E S M  
b- 
. L I  
-  4 . E 4 - 0 7  
1. 
m  
*  3 . E 4 - 0 7  
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1  . E M 6  
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4  =  F e e d l r e s e t  c e l l  d e n s i t y  
D a y s  p o s t  i n f e c t i o n  
-  
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-  
+  B J A B  M o c k  
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D a y s  p o s t  i n f e c t i o n  
+  C E M  M o c k  
8 . E A - 0 7  -  - -  
-  
-  -  
- - t  C E M  7 7 6 - 1 3  '  
+ C E M  7 7 6 - 2 3  
- t  C E M  7 7 6 - 2 E S M  
4  =  F e e d l r e s e t  c e l l  d e n s i t y  
D a y s  p o s t  i n f e c t i o n  
F i g u r e  3 . 1 :  T o t a l  n u m b e r  o f  l i v e  c e l l s  i n  S V 4 0 - i n f e c t e d  l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s  
F i g u r e s  s h o w  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  l i v e  c e l l s  i n  c u l t u r e s  o f  h u m a n  l y m p h o c y t e  B  c e l l  l i n e s  ( a )  D G 7 5 ,  ( b )  
B J A B  a n d  T  c e l l  l i n e  ( c )  C E M ,  i n f e c t e d  w i t h  S V 4 0  v i r u s e s  7 7 6 - l E ,  - 2 E ,  a n d  - 2 E - S M ,  a s  m e a s u r e d  i n  
d u p l i c a t e  b y  t h e  t r y p a n  b l u e  e x c l u s i o n  a s s a y .  U n i n f e c t e d  m o c k  s a m p l e s  a r e  s h o w n  i n  p u r p l e .  
-  
D G 7 5  M o c k  
0 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3  
-  D a y s  p o s t  i n f e c t i o n  I  -  -  -  -  -  - -  
0 2 3 4 5 6  7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3  
D a y s  p o s t  i n f e c t i o n  
-  
F i g u r e  3 . 2 :  C e l l  n u m b e r  f o l d  c h a n g e  i n  S V 4 0 - i n f e c t e d  B  c e l l  l i n e  D G 7 5  
C h a n g e  i n  c e l l  n u m b e r s  i n  D G 7 5  c e l l  l i n e  i n f e c t e d  w i t h  ( a )  S V 4 0  7 7 6 - 1 E  a n d  ( b )  S V 4 0  7 7 6 - 2 E ,  a s  
c o m p a r e d  t o  u n i n f e c t e d  m o c k  c e l l s .  
C e l l  n u m b e r  f o l d  c h a n g e  i s  b a s e d  o n  t h e  r a t i o  o f  v i r a l l y - i n f e c t e d  
c e l l s  t o  u n i n f e c t e d  c e l l s  a t  e a c h  d a y  p o s t  i n f e c t i o n  a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  d a i l y  v i a b l e  c e l l  c o u n t s  
p e r f o r m e d  i n  d u p l i c a t e  u s i n g  t h e  t r y p a n  b l u e  e x c l u s i o n  a s s a y .  
3 . 2  C e l l  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  b y  f l o w  c y t o m e t r y  a n a l y s i s  
I n  a d d i t i o n  t o  a n a l y s i n g  t h e  e f f e c t  o f  S V 4 0  o n  l y m p h o c y t i c  p r o l i f e r a t i o n  a n d  v i a b i l i t y ,  v i r a l  
e f f e c t s  o n  s u r f a c e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  a c t i v a t i o n  m a r k e r  C D 6 9  a n d  c o - s t i m u l a t i o n  m a r k e r s ,  
C D 8 0  a n d  C D 8 6 ,  w e r e  a l s o  i n v e s t i g a t e d  o n  S V 4 0 - i n f e c t e d  c e l l  l i n e s .  S u r f a c e  s t a i n i n g  w a s  
p e r f o r m e d  o n  a l i q u o t s  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  o p t i m i s e d  i n f e c t i o n  t i m e  c o u r s e  ( F i g u r e  2 . 2 )  u s i n g  
f l u o r e s c e n t - l a b e l l e d  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  a n d  s a m p l e s  w e r e  t h e n  a n a l y s e d  b y  f l o w  
c y t o m e t r y .  
I n  t h e  c o n t r o l  o f  t h i s  a n a l y s i s ,  t h e  i s o t y p e - c o n t r o l  a n t i b o d y  p r o d u c e d  s i m i l a r  b a c k g r o u n d  
f l u o r e s c e n c e  f o r  e a c h  f l u o r e s c e n t  m a r k e r  ( - P E ,  - F I T C  a n d  - A P C )  o n  u n i n f e c t e d  m o c k  
s a m p l e s  a n d  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  S V 4 0  7 7 6 - 1 E  a n d  - 2 E  v i r u s e s .  A  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  
i s o t y p e - c o n t r o l  s t a i n i n g  w a s ,  h o w e v e r ,  n o t e d  o n  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  S V 4 0  7 7 6 - 2 E - S M  
v i r u s  a t  t h e  l a t e r  t i m e  p o i n t s .  O n  i n v e s t i g a t i o n ,  c o m p a r i s o n  o f  - P E  d o t  p l o t s  f o r  t h e  m o c k  a n d  
7 7 6 - 2 E - S M  i s o t y p e  c o n t r o l s  r e v e a l e d  i n c r e a s e d  n o n - s p e c i f i c  s t a i n i n g  i n  - 2 E - S M - i n f e c t e d  
c e l l s ,  m o s t  l i k e l y  d u e  t o  c e l l  d e a t h  i n  v i r a l l y  i n f e c t e d  c e l l s  a t  l a t e r  t i m e  p o i n t s  ( F i g u r e  3 . 3 ) .  
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Figure 3.3: Flow cytometric analysis of BJAB mock and SV40 776-2E-SM-infected isotype control samples. Dot plots of FSC-H versus PE-H are shown for (a) 
BJAB uninfected mock cells and (b) SV40 776-2E-SM-infected cells stained with a PE-isotype control (IC) at 4,6, 8 and 10 days post infection (d.p.i.). Panel (c) shows 
the histograms of the isotype controls for the mock and cells infected with SV40 776-lE, 776-2E, -2E and 2E-SM infected cells. 
W h e n  t h e  f l o w  c y t o m e t r y  r e s u l t s  o f  C D 8 0  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  t h e  B J A B  c e l l  l i n e ,  b y  
o v e r l a y i n g  h i s t o g r a m s  f r o m  u n i n f e c t e d  m o c k  c e l l s  a n d  v i r a l l y - i n f e c t e d  c e l l s ,  c h a n g e s  i n  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  t h i s  c o - s t i m u l a t o r y  m a r k e r  w e r e  e v i d e n t  i n  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  S V 4 0  7 7 6 -  
2 E - S M  v i r u s  ( F i g u r e  3 . 4 ) .  A  d o w n w a r d  t r e n d  i n  C D 8 0  e x p r e s s i o n  w a s  n o t a b l e  o n  2 E - S M -  
i n f e c t e d  B J A B  c e l l s ,  b e g i n n i n g  a t  6  d . p . i .  a n d  c o n t i n u i n g  u n t i l  t h e  f i n a l  t i m e  p o i n t  a t  1 0  d . p . i . ,  
w i t h  a  l e f t  s h i f t  o f  4 . 5 %  o n  8  d . p . i .  a n d  1 7 %  o n  1 0  d . p . i  ( F i g u r e s  3 . 5 - 3 . 8 ) .  I n  c o n t r a s t ,  
m i n i m a l  c h a n g e s  w e r e  o b s e r v e d  i n  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  o t h e r  t w o  S V 4 0  s t r a i n s ,  w i t h  S V 4 0  
7 7 6 - 1 E  a n d  7 7 6 - 2 E - i n f e c t e d  c e l l s  d e m o n s t r a t i n g  a  s h i f t  o f  l e s s  t h a n  1 %  f r o m  4  t o  8  d . p . i .  i n  
C D 8 0  e x p r e s s i o n  ( F i g u r e  3 . 5 - 3 . 7 ) .  C D 8 0  d o w n r e g u l a t i o n  w a s ,  h o w e v e r ,  o b s e r v e d  a t  t h e  f i n a l  
t i m e  p o i n t  b y  3 . 5 %  a n d  3 . 8 %  o n  - l E  a n d  - 2 E  i n f e c t e d  c e l l s  r e s p e c t i v e l y  ( F i g u r e  3 . 8 ) .  B a s e d  
o n  t h e  n o n - s p e c i f i c  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  i s o t y p e  c o n t r o l  s a m p l e s  a t  l a t e r  t i m e  p o i n t s ,  i t  i s  
l i k e l y  t h a t  t h e r e  w a s  a  d e c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y  b y  d a y  1 0 ,  m a k i n g  t h e s e  r e s u l t s  a  l e s s  r e l i a b l e  
i n d i c a t o r  o f  s u r f a c e  m a r k e r  c h a n g e s  ( F i g u r e  3 . 3 ) .  
O n  t h e  o t h e r  D G 7 5  B  c e l l  l i n e  a n d  C E M  T  c e l l  l i n e ,  t h i s  p a t t e r n  o f  C D S O - d o w n r e g u l a t i o n  w a s  
a b s e n t  w i t h  s u r f a c e  e x p r e s s i o n  b e i n g  c o m p a r a b l e  t o  t h e  u n i n f e c t e d  m o c k  s a m p l e s  ( F i g u r e  
3 . 9 ) .  
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Figure 3.5: CD80 expression on SV40-infected BJAB cell line at 4 d.p.i. 
Flow cytometric results of CD80 expression on BJAB cell line at 4 days post infection (d.p.i.) showing (a) overlayed histograms of (b) unitfected mock and cells 
infected with (c) SV40 776-lE, (d) SV40 776-2E and (e) SV40 776-2E-SM. 
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Figure 3.7: CD8O expression on SV40-infected BJAB cell line at 8 d.p.i. 
Flow cytometric results of CDSO expression on BJAB cell line at 8 days post infection (d.p.i.) showing (a) overlayed histograms of (b) uninfected mock and cells 
infected with (c) SV40 776-lE, (d) SV40 776-2E and (e) SV40 776-2E-SM. 
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Figure 3.8: CD8O expression on SV40-infected BJAB cell line at 10 d.p.i. 
Flow cytometric results of CD80 expression on BJAB cell line at 10 days post infection (d.p.i.) showing (a) overlayed histograms of (b) uninfected mock and cells 
infected with (c) SV40 776-IE, (d) SV40 776-2E and (e) SV40 776-2E-SM. 
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Figure 3.9: CD80 expression on SV40-infected DG75 and CEM cell lines 
Histograms show surface expression of CD80 on the B cell line, DG75, and T cell line, CEM. Both cell lines were either uninfected (solid purple peak) or 
infected with SV40 776-1E (red), SV40 776-2E (green) and SV40 776-2E-SM (blue) in an optimised infection time course experiment. Aliquots were taken fiom 
cell cultures at 4, 6, 8 and 10 days post infection (d.p.i.), stained with anti-CD80-FITC (BD Pharmingen) and analysed by flow cytometry. Grey dashed lines 
represent the isotype control (IC). 
W h e n  t h e  r e s u l t s  o f  a c t i v a t i o n  m a r k e r ,  C D 6 9 ,  e x p r e s s i o n  w e r e  a n a l y s e d  o n  t h e  B J A B  c e l l  
l i n e ,  s o m e  c h a n g e s  i n  t h e  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r  w e r e  o b s e r v e d ,  w i t h  a  p a t t e r n  o f  C D 6 9  
u p r e g u l a t i o n  o n  - 2 E - S M - i n f e c t e d  c e l l s  e v i d e n t  o v e r  t h e  t i m e  c o u r s e  ( F i g u r e  3 . 1 0 ) .  C o m p a r e d  
t o  t h e  u n i n f e c t e d  m o c k  c e l l s ,  s a m p l e s  i n f e c t e d  w i t h  S V 4 0  7 7 6 - 2 E - S M  c o l l e c t e d  o n  4 ,  6  a n d  8  
d . p . i . ,  d e m o n s t r a t e d  a  p e r c e n t a g e  r i g h t - s h i f t  o f  9 . 5 % ,  2 . 4 %  a n d  4 %  i n  C D 6 9  e x p r e s s i o n  
r e s p e c t i v e l y  ( A p p e n d i x  I ) .  F o r  B J A B  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  S V 4 0  7 7 6 - 1 E  a n d  - 2 E ,  C D 6 9  
e x p r e s s i o n  w a s  l a r g e l y  u n c h a n g e d  o v e r  t h e  t i m e  c o u r s e  f r o m  4  t o  1 0  d . p . i .  U s i n g  a  g a t e  
e s t a b l i s h e d  f r o m  t h e  u n i n f e c t e d  m o c k ,  t h e  p e r c e n t a g e  s h i f t  o f  C D 6 9 - a s s o c i a t e d  f l u o r e s c e n c e  
f o r  -  1  E  a n d  - 2 E  i n f e c t e d  c e l l s  r e m a i n e d  l e s s  t h a n  1  %  a t  e a c h  t i m e  p o i n t  ( A p p e n d i x  I ) .  T h e  1 0  
d . p . i .  t i m e  p o i n t  d i f f e r e d  i n  t h a t  t h e r e  a p p e a r e d  t o  b e  a  d o w n  r e g u l a t i o n  o f  C D 6 9  i n  c e l l s  
i n f e c t e d  w i t h  e a c h  o f  t h e  t h r e e  v i r u s e s ,  a g a i n ,  m o s t  l i k e l y  d u e  t o  d e c r e a s e d  c e l l  v i a b i l i t y  a t  1 0  
d . p . i .  ( F i g u r e  3 . 1 0 ) .  
C D 6 9  e x p r e s s i o n  o n  t h e  o t h e r  B  c e l l  l i n e ,  D G 7 5 ,  w a s  s l i g h t l y  u p r e g u l a t e d  o n  S V 4 O - i n f e c t e d  
c e l l s  c o m p a r e d  t o  u n i n f e c t e d  m o c k  c e l l s  a t  6 ,  8  a n d  1 0  d . p . i .  T h e  C E M  c e l l  l i n e  o n c e  a g a i n  
s h o w e d  a  l a c k  o f  s u r f a c e  m a r k e r  c h a n g e s  ( F i g u r e  3 . 1  1 ) .  
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Figure 3.10: CD69 expression on SV40-infected BJAB and CEM cell lines. Histograms show surface expression of lymphocyte activation marker CD69 on the B cell 
line, BJAB, and T cell line, CEM. Both cell lines were either uninfected (mock, solid purple region) or infected with SV40 776-1E (red), -2E (green) and -2E-SM (blue) 
in an optirnised infection time course experiment. Aliquots were taken f3om cell cultures at 4, 6, 8 and 10 days post infection (d.p.i.), stained with anti-CD69-PE (BD 
Pharmingen) and analysed by flow cytometry. Grey dashed lines represent the isotype control (IC). 
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Figure 3.11: CD69 expression on SV40-infected DG75 and CEM cell lines. Histograms show surface expression of lymphocyte activation marker CD69 on the B cell 
line, DG75, and T cell line, CEM. Both cell lines were either uninfected (mock, solid purple region) or infected with SV40 776-1E (red), SV40 776-2E (green) and 
SV40 776-2E-SM (blue) in an optimised infection time course experiment. Aliquots were taken fiom cell cultures at 4, 6, 8 and 10 days post infection (d.p.i.), stained 
with anti-CD69-PE (BD Pharmingen) and analysed by flow cytometry. Grey dashed lines represent the isotype control (IC). 
I n  c o n t r a s t  t o  C D 6 9  a n d  C D 8 0 ,  e x p r e s s i o n  a n a l y s i s  o f  t h e  o t h e r  c o - s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e  
C D 8 6  r e v e a l e d  m i n i m a l  c h a n g e s  o n  b o t h  B  c e l l  l i n e s .  I n  S V 4 0 - i n f e c t e d  B J A B  c e l l s ,  a  
m o d e r a t e  l e v e l  o f  C D 8 6  d o w n r e g u l a t i o n  w a s  o b s e r v e d  a t  d a y  1 0  p o s t - i n f e c t i o n  ( F i g u r e  3 . 1 2 ) .  
I n  t h e  D G 7 5  c e l l  l i n e ,  d i s c e r n i b l e  t r e n d s  i n  C D 8 6  s u r f a c e  e x p r e s s i o n  i n  S V 4 0 - i n f e c t e d  
s a m p l e s  c o m p a r e d  t o  t h e  u n i n f e c t e d  m o c k  c e l l  s a m p l e s  w e r e  a b s e n t  ( F i g u r e  3 . 1 3 ) .  C D 8 6  
e x p r e s s i o n  r e m a i n e d  u n c h a n g e d  o n  t h e  C E M  T  c e l l  l i n e  r e l a t i v e  t o  t h e  u n i n f e c t e d  m o c k  
( F i g u r e  3 . 1 3 ) .  
H a v i n g  e s t a b l i s h e d  t h e  l y m p h o p r o l i f e r a t i v e  e f f e c t  o f  S V 4 0  o n  B  c e l l  l i n e s  a n d  t h e  r o l e  o f  t h e  
v i r u s  o n  t h e  m o d u l a t i o n  o f  l y m p h o c y t e  a c t i v a t i o n  a n d  c o - s t i m u l a t o r y ,  t h e  e x p r e s s i o n  o f  T - a g  
v i r a l  p r o t e i n  w a s  e x a m i n e d .  T - a g  i s  k n o w n  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  v i r a l  r e p l i c a t i o n  a n d  h o s t  c e l l  
t r a n s f o r m a t i o n  m a k i n g  T - a g  d e t e c t i o n  a n  i m p o r t a n t  e l e m e n t  o f  S V 4 0  s t u d i e s .  
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Figure 3.12: CD86 expression on SV40-infected BJAB and CEM cell lines 
Histograms show surface expression of CD86 on the B cell line, BJAB, and T cell line, CEM. Both cell lines were either uninfected (solid purple peak) or 
infected with SV40 776-1E (red), SV40 776-2E (green) and SV40 776-2E-SM (blue) in an optimised infection time course experiment. Aliquots were taken 
fiom cell cultures at 4, 6, 8 and 10 days post infection (d.p.i.), stained with anti-CD86-APC (BD Pharmingen) and analysed by flow cytometry. Grey dashed 
lines represent the isotype conlrol (IC). 

3 . 3  
D e t e c t i o n  o f  S V 4 0  T - a g  b y  f l o w  c y t o m e t r y  
F l o w  c y t o m e t r y  w a s  a l s o  u s e d  t o  m e a s u r e  e x p r e s s i o n  o f  l a r g e  T - a g ,  t h e  m a j o r  v i r a l  
o n c o p r o t e i n ,  i n  t h e  S V 4 0 - i n f e c t e d  c e l l  l i n e s .  I n  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e  f l o w  c y t o m e t r i c  d a t a ,  a  
g a t e  w a s  a p p l i e d  t o  s e t  a  f l u o r e s c e n c e  t h r e s h o l d  o n  t h e  u n i n f e c t e d  m o c k  c e l l s  a t  e a c h  t i m e  
p o i n t ,  m a r k i n g  t h e s e  u n i n f e c t e d  m o c k  c e l l s  a s  b e i n g  n e g a t i v e  f o r  - P E  f l u o r e s c e n c e  a n d  t h u s  
T - a g  e x p r e s s i o n .  W h e n  t h i s  g a t e  w a s  a p p l i e d  t o  a l l  S V 4 0 - i n f e c t e d  c e l l  l i n e  s a m p l e s ,  t h e  
p e r c e n t a g e  p o p u l a t i o n  t h a t  s h i f t e d  t o  t h e  r i g h t  l o w e r  q u a d r a n t  w a s  m e a s u r e d  a s  b e i n g  p o s i t i v e  
f o r  T - a g .  W h e n  i n t r a c e l l u l a r  s t a i n i n g  c o n t r o l  r e s u l t s ,  c o n s i s t i n g  o f  t h e  T - a g - p o s i t i v e  S  1 1  1 3  
c e l l  l i n e ,  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  a  d o t  p l o t  o f  S S C  v e r s u s  P E  f l u o r e s c e n c e ,  9 8 . 3 %  o f  s t a i n e d  
c e l l s  w e r e  p o s i t i v e  f o r  T - a g  e x p r e s s i o n ,  w i t h  a  s h i f t  t o  t h e  r i g h t  l o w e r  q u a d r a n t ,  c o m p a r e d  t o  
0 . 2 %  i n  u n s t a i n e d  c e l l s  a n d  0 . 9 %  i n  c e l l s  s t a i n e d  w i t h  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  o n l y  ( F i g u r e  3 . 1 4 ) .  
S V 4 0 - i n f e c t e d  T C 7  m o n k e y  k i d n e y  c e l l s  w e r e  a l s o  u s e d  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l  f o r  t h e  T - a g  
i n t r a c e l l u l a r  s t a i n i n g  p r o t o c o l  a n d  f l o w  c y t o m e t r i c  a n a l y s i s .  A n a l y s i s  o f  t h e  f l o w  c y t o m e t r i c  
r e s u l t s  f o r  t h e s e  i n f e c t e d - T C 7  c e l l s  s h o w  t h a t  t h e  c e l l s  w e r e  s t r o n g l y  p o s i t i v e  f o r  T - a g .  I n  
T C 7  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  7 7 6 - l E ,  7 %  o f  c e l l s  e x p r e s s e d  T - a g  2 4  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  ( h . p . i . )  
a n d  t h i s  i n c r e a s e d  t o  2 0 %  a f t e r  4 8  h o u r s  a n d  4 2 %  a t  7 2  h . p . i .  S i m i l a r l y  t h e  p e r c e n t a g e  o f  
c e l l s  e x p r e s s i n g  T - a g  f o l l o w i n g  7 7 6 - 2 E - i n f e c t i o n  a l s o  i n c r e a s e d .  A t  2 4  h . p . i . ,  3 6 %  o f  7 7 6 -  
2 E - i n f e c t e d  T C 7  c e l l s  e x p r e s s e d  T - a g  w i t h  t h i s  f i g u r e  i n c r e a s i n g  t o  4 3 %  a n d  7 5 %  a t  4 8  h . p . i .  
a n d  7 2  h . p . i .  r e s p e c t i v e l y ,  w i t h  t h e  p e r c e n t a g e  e x p r e s s i o n  b e i n g  t w i c e  t h a t  i n  7 7 6 - 1 E - i n f e c t e d  
c e l l s  b y  7 2  h . p . i .  T h e  h i g h e s t  r a t e s  o f  T - a g  p o s i t i v i t y  w a s  s e e n  i n  t h e  T C 7  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  
t h e  m i c r o R N A  m u t a n t  v i r u s ,  7 7 6 - 2 E - S M ,  w i t h  c e l l s  s t a r t i n g  a t  5 2 %  a t  2 4  h . p . i . ,  5 6 %  a t  4 8  
h . p . i .  a n d  9 7 %  e x p r e s s i o n  a t  7 2  h . p . i .  ( F i g u r e  3 . 1 5 ,  F i g u r e  3 . 1 6 ,  T a b l e  3 . 1 ) .  
S 1 1 1 3  u n s t a i n e d  
S e c o n d a r y  a b  o n l y  
P r i m a r y  a b  4 1 6  T - a g  
I n t r a c e l l u l a r  T - a g  -  P E  
F i g u r e  3 . 1 4 :  T - a g  e x p r e s s i o n  i n  S 1 1 1 3  p o s i t i v e  c o n t r o l  c e l l  l i n e  
S 1 1 1 3  c e l l s  w e r e  a n a l y s e d  ( a )  u n s t a i n e d ,  ( b )  s t a i n e d  w i t h  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  o n l y ,  G o a t  F ( a b ' ) z  a n t i -  
m o u s e  I g G 2 ,  ( S o u t h e r n  B i o t e c h ) ,  a n d  ( c )  s t a i n e d  w i t h  p r i m a r y  a n t i b o d y ,  a n t i - T - a g  4 1 6  ( S a n t a  C r u z  
B i o t e c h n o l o g y )  a n d  s e c o n d a r y  a n t i b o d y .  T h e  t o t a l  s a m p l e  c e l l  p o p u l a t i o n  w a s  a n a l y s e d  a n d  g a t e d  b y  
f l o w  c y t o m e t r y  t o  e x c l u d e  c e l l u l a r  d e b r i s .  A  q u a d r a n t  g a t e  w a s  s u b s e q u e n t l y  a p p l i e d  t o  t h e  g a t e d  c e l l  
s u b - p o p u l a t i o n  a l l o w i n g  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  c e l l  p o p u l a t i o n s  t o  b e  d e f i n e d .  
S S C ;  s i d e  s c a t t e r ,  P E ;  p h y c o e r y t h r i n ,  a b ;  a n t i b o d y ,  T - a g ;  T  a n t i g e n  
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G r a p h s  s h o w  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  e x p r e s s i n g  T - a g  i n  S V 4 0 - i n f e c t e d  ( a )  m o n k e y  k i d n e y  c e l l  l i n e ,  
T C 7 ,  a  p e r m i s s i v e  c e l l  l i n e  f o r  S V 4 0  c y t o p a t h i c  r e p l i c a t i o n  a n d  ( b )  T  c e l l  l i n e ,  C E M .  C e l l  l i n e s  w e r e  
i n f e c t e d  w i t h  S V 4 0  v i r u s e s  7 7 6 - l E ,  - 2 E  a n d  - 2 E - S M ,  a n d  a n a l y s e d  b y  f l o w  c y t o m e t r y  u s i n g  t h e  a n t i -  
T - a g  a n t i b o d y  4 1 6  ( S a n t a  C r u z  B i o t e c h n o l o g y )  a n d  g o a t  a n t i - m o u s e  F ( a b ' ) 2 - P E  ( S o u t h e r n  
B i o t e c h n o l o g y ) .  A  m o c k  s a m p l e  r e p r e s e n t i n g  a n  u n i n f e c t e d  c e l l  l i n e  i s  s h o w n  o n  e a c h  g r a p h .  
1 0  
T - a g ;  T  a n t i g e n ,  h . p . i . ;  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ,  d . p . i . ;  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n ,  P E ;  p h y c o e r y t h r i n  
W  7 7 6 - 2 E - S M  
0  I  1  1  
6  d p i  8  d p i  1 0  d p i  
D a y s  p o s t  i n f e c t i o n  
Table 3.1: Percentage of T antigen expression in TC7 and lymphocyte cell lines as measured by flow cytometry 
Cell line Cells infected with: 24 h.p.i. 48 h.p.i. 72 h.p.i. 
TC7 monkey kidney Mock 0 0 1 
cell line 776-1E 7 20 43 
Positive control 776-2E 3 6 43 75 
776-2E-SM 52 5 6 97 
- 
Cell line Cells infected with: 6 d.p.i. 8 d.p.i. 10 d.p.i. 13 d.p.i. 
CEM T cell line Mock 0.2 0.1 0.2 0.1 
Negative control 776- 1 E 0.1 0.2 0.1 0.1 
776-2E 0.2 0.1 0.3 0.1 
776-2E-SM 1 0.2 0.3 0.04 
BJAB B cell line Mock 1 1 TFTC 1 .OO 
776- 1 E 1 0.4 4 1 
776-2E 0.7 0.8 5 2 
776-2E-SM 5 4 13 NS 
DG75 B cell line Mock 0.3 0.8 0.9 0.7 
776-1E 1 2 0.8 0.6 
776-2E 1 3 1 0.5 
776-2E-SM 1 9 17 NS 
TFTC = too few to count, NS = no sample, h.p.i. = hours post infection, d.p.i. = days post infection 
W h e n  f l o w  c y t o m e t r i c  a n a l y s i s  w a s  u s e d  t o  d e t e c t  t h e  e x p r e s s i o n  o f  T - a g  i n  S V 4 O - i n f e c t e d  
l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s ,  t h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  t h e  T - a g  o n c o p r o t e i n  w a s  e x p r e s s e d  i n  b o t h  B  
c e l l  l i n e s ,  B J A B  a n d  D G 7 5 ,  a l b e i t  a t  a  l o w  l e v e l  ( T a b l e  3 . 1 ,  F i g u r e  3 . 1 7 ) .  I n  t h e  B J A B  c e l l  
l i n e  i n f e c t e d  w i t h  S V 4 0  7 7 6 - 1 E  a n d  7 7 6 - 2 E ,  t h e r e  w a s  l o w - l e v e l  e x p r e s s i o n  o f  T - a g  w i t h  1 %  
o f  7 7 6 - 1 E  i n f e c t e d  c e l l s  p o s i t i v e  a t  6  d . p . i . ,  r e a c h i n g  a  p e a k  o f  4 %  a t  1 0  d . p . i .  B J A B  c e l l s  
i n f e c t e d  w i t h  S V 4 0  7 7 6 - 2 E  s h o w e d  a  s i m i l a r  p a t t e r n ,  w i t h  l e s s  t h a n  1 %  e x p r e s s i o n  a t  6  d . p . i .  
a n d  8  d . p . i . ,  5 %  a t  1 0  d . p . i .  I n  c o n t r a s t ,  B J A B  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  7 7 6 - 2 E - S M  h a d  a  
h i g h e r  p e r c e n t a g e  o f  T - a g  p o s i t i v e  c e l l s ,  s h o w i n g  4 %  b y  8  d . p . i .  a n d  r i s i n g  o n  1 0  d . p . i .  w i t h  
1 3 %  o f  t h e  c e l l s  e x p r e s s i n g  T - a g  ( T a b l e  3 . 1 ,  F i g u r e  3 . 1 7 ) .  
T h e  D G 7 5  B  c e l l  l i n e  s h o w e d  a  s i m i l a r  p a t t e r n  o f  T - a g  e x p r e s s i o n  t o  B J A B  w i t h  t h e  7 7 6 - 1 E  
a n d  7 7 6 - 2 E  d e m o n s t r a t i n g  2 %  a n d  3 %  T - a g  e x p r e s s i o n  b y  8  d . p . i .  A g a i n ,  t h e  7 7 6 - 2 E - S M -  
i n f e c t e d  c e l l s  s h o w e d  t h e  h i g h e s t  p e r c e n t a g e  o f  T - a g  e x p r e s s i o n  i n  t h e  D G 7 5  c e l l  l i n e  
p e r c e n t a g e  c e l l s  a t  9 %  o n  8  d . p . i .  a n d  1 7 %  o n  1 0  d . p . i .  ( T a b l e  3 . 1 ,  F i g u r e  3 . 1 7 ) .  T - a g  l e v e l s  
d e t e c t e d  i n  t h e  T  c e l l  l i n e  C E M  w e r e  s i m i l a r  f o r  m o c k -  a n d  S V 4 0 - i n f e c t e d  c e l l s ,  i n d i c a t i n g  
t h i s  c e l l  l i n e  w a s  n e g a t i v e  f o r  t h e  S V 4 0  p r o t e i n  ( T a b l e  3 . 1 ,  F i g u r e  3 . 1 6 ) .  
W  M o c k  
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6  d p i  
8  d p i  l U  d p i  
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F i g u r e  3 . 1 7 :  P e r c e n t a g e  o f  c e l l s  e x p r e s s i n g  t h e  S V 4 0  l a r g e  T - a g  i n  B J A B  a n d  D G 7 5  c e l l  l i n e s  
G r a p h s  s h o w  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  e x p r e s s i n g  T - a g  i n  S V 4 0 - i n f e c t e d  B  c e l l  l i n e s  ( a )  B J A B  a n d  ( b )  
D G 7 5 .  C e l l  l i n e s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  S V 4 0  v i r u s e s  7 7 6 - l E ,  - 2 E  a n d  - 2 E - S M ,  a n d  a n a l y s e d  b y  f l o w  
c y t o m e t r y  u s i n g  t h e  a n t i - T - a g  a n t i b o d y  4 1 6  ( S a n t a  C r u z  B i o t e c h n o l o g y )  a n d  g o a t  a n t i - m o u s e  F ( a b ' ) 2 -  
P E  ( S o u t h e r n  B i o t e c h n o l o g y ) .  A  m o c k  s a m p l e  r e p r e s e n t i n g  a n  u n i n f e c t e d  c e l l  l i n e  i s  s h o w n  i n  o n  e a c h  
g r a p h .  
T - a g ;  T  a n t i g e n ,  h . p . i . ;  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ,  d . p . i . ;  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n ,  P E ;  p h y c o e r y t h r i n  
3 . 4  R Q - P C R  m e a s u r e m e n t  o f  S V 4 0  i n  i n f e c t e d  c e l l  l i n e s  
F o l l o w i n g  a n a l y s i s  o f  T - a g  e x p r e s s i o n ,  R Q - P C R  w a s  e m p l o y e d  t o  m e a s u r e  S V 4 0  v i r a l  l o a d  
i n  t i m e  c o u r s e  s a m p l e s  f r o m  t h e  i n f e c t e d  l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s .  P r i o r  t o  p e r f o r m i n g  R Q - P C R  
a n a l y s i s ,  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  o p t i m i s e  t h e  n u c l e i c  a c i d  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e .  H a v i n g  
e v a l u a t e d  b o t h  t h e  c o l u m n - b a s e d  k i t  a n d  c e l l  l y s i s  m a n u a l  m e t h o d ,  t h e  c e l l  l y s i s  m e t h o d  w a s  
s e l e c t e d  a s  t h e  m e t h o d  o f  c h o i c e  b e c a u s e  o f  h i g h e r  r e c o v e r y  a n d  g r e a t e r  c o n s i s t e n c y  o f  
s a m p l e  D N A .  T h e  c e l l  l y s i s  m e t h o d  w a s  t h u s  u s e d  t o  e x t r a c t  c e l l  c u l t u r e  s a m p l e s  i n  t h e  
o p t i m i s e d  i n f e c t i o n  t i m e  c o u r s e  f o r  R Q - P C R  a n a l y s i s .  
I n  t h e  R Q - P C R  a s s a y ,  t h e  p a r a l l e l  d e t e c t i o n  o f  t h e  S V 4 0  T - a g  g e n e  a n d  t h e  h u m a n  R N A s e  P  
g e n e  a l l o w e d  v i r a l  c o p y  n u m b e r s  t o  b e  n o r m a l i s e d  t o  c e l l  n u m b e r s  ( M c N e e s  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  
T h e  a c c u r a c y  a n d  e f f i c i e n c y  o f  t h e  R Q - P C R  f o r  S V 4 0  a n d  R N A s e  P  w a s  c o n f i r m e d  u s i n g  a  
s t a n d a r d  d i l u t i o n  s e r i e s  c o n t a i n i n g  k n o w n  g e n e  c o p y  n u m b e r s  f o r  b o t h  t a r g e t  g e n e s .  I n  
s t a n d a r d  c u r v e s  g e n e r a t e d  f r o m  l o g  c o p y  n u m b e r  v e r s u s  C T  v a l u e ,  t h e  a m p l i f i c a t i o n  
e f f i c i e n c y  o f  t h e  a s s a y ,  a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  s l o p e  v a l u e  o f  t h e  l o g - l i n e a r  p h a s e ,  w a s  b e t w e e n  
t h e  r e c o m m e n d e d  - 3 . 1  a n d  - 3 . 6  f o r  b o t h  t a r g e t s ,  c o r r e l a t i n g  t o  9 0 - 1 0 0 %  e f f i c i e n t  R Q - P C R  
a s s a y s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  r 2  r e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t  v a l u e s  r e m a i n e d  > 0 . 9 9  i n  a l l  P C R  a s s a y s  f o r  
b o t h  S V 4 0  a n d  R N A s e  P ,  e n s u r i n g  t h e  a c c u r a c y  o f  t h e  R Q - P C R  a s s a y .  T h e  s t a n d a r d  d i l u t i o n  
s e r i e s  a l s o  c o n f i r m e d  t h e  l o w  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  t h e  a s s a y  w i t h  b o t h  t a r g e t s  d e t e c t e d  a t  
c o n c e n t r a t i o n s  a s  l o w  a s  1 0 '  D N A  c o p i e s .  T h e  a s s a y  a l s o  d i s p l a y e d  g o o d  r e p r o d u c i b i l i t y ,  
w i t h  d u p l i c a t e  s t a n d a r d s  a n d  t e s t  s a m p l e s  r e m a i n i n g  w i t h i n  1 . 5  C T  v a l u e s  o f  e a c h  o t h e r  
( F i g u r e  3 . 1 8  a n d  3 . 1 9 ) .  
S V 4 0  R Q - P C R  p e r f o r m a n c e  
L o g  c o p y  n u m b e r  
F i g u r e  3 . 1 8 :  S t a n d a r d  c u r v e  f o r  t a r g e t  g e n e  S V 4 0  T - a g  
T h e  c u r v e  w a s  g e n e r a t e d  b y  p l o t t i n g  t h e  o b s e r v e d  t h r e s h o l d  c y c l e  C T  a g a i n s t  t h e  l o g l o  o f  t h e  i n p u t  c o p y  
n u m b e r  o f  s t a n d a r d  p l a s m i d  D N A  e n c o d i n g  t h e  l a r g e  T - a g  o f  S V 4 0 .  T h e s e  d a t a  s h o w  C T  v a l u e s  f o r  
d u p l i c a t e  s a m p l e s  s h o w i n g  r e p r o d u c i b i l i t y  a s  w e l l  a s  r 2  a n d  s l o p e  v a l u e s .  
R N A s e  P  R Q - P C R  p e r f o r m a n c e  
L o g  c o p y  n u m b e r  
0 . 9 9 9 3  
S l o p e  
l i c a t e  p l a s m i d  
s t a n d a r d s  
F i g u r e  3 . 1 9 :  S t a n d a r d  c u r v e  f o r  t a r g e t  g e n e  R N A s e  P  
T h e  c u r v e  w a s  g e n e r a t e d  b y  p l o t t i n g  t h e  o b s e r v e d  t h r e s h o l d  c y c l e  CT a g a i n s t  t h e  l o g l o  o f  t h e  i n p u t  c o p y  
n u m b e r  o f  s t a n d a r d  p l a s m i d  D N A  e n c o d i n g  t h e  h u m a n  R N A s e  P  g e n e .  
T h e s e  d a t a  s h o w  C T  v a l u e s  f o r  
d u p l i c a t e  s a m p l e s  s h o w i n g  r e p r o d u c i b i l i t y  a s  w e l l  a s  r 2  a n d  s l o p e  v a l u e s .  
I  
C T  
1  o 7  1 4 . 1 4  
1 4 . 0 4  
1  o 5  2 1 . 2 8  2 1 . 1 5  
2 8 . 3 6  
3 2 . 1 8  
3 4 . 6 8  ,  
3 9 . 1 5  
1  o 3  
1  o 2  
1 0 '  
1  o 0  
2 8 . 5  1  
3 2 . 6 0  
3 5 . 7 6  
3 8 . 9 3  
W h e n  a m p l i f i c a t i o n  p l o t s  o f  A  R n  r e p o r t e r  f l u o r e s c e n c e  v e r s u s  C T  v a l u e  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
S V 4 0  w e r e  a n a l y s e d ,  a n  e x p o n e n t i a l  r i s e  i n  f l u o r e s c e n c e  e m i s s i o n  c o n s i s t e n t  w i t h  
a m p l i f i c a t i o n  o f  T - a g  t a r g e t  w a s  o b s e r v e d .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  u n i n f e c t e d  m o c k  s a m p l e s  a n d  
n o n - t e m p l a t e  c o n t r o l  ( N T C )  f a i l e d  t o  s h o w  a m p l i f i c a t i o n  w i t h  C T  v a l u e s  r e m a i n i n g  
u n d e t e c t e d .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  r o l e  o f  R N A s e  P  i n  c e l l  n o r m a l i s a t i o n ,  t h e  c o n s i s t e n t  d e t e c t i o n  
o f  t h e  R N A s e  P  a s  a n  i n t e r n a l  c o n t r o l  i n  a l l  l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s  c o n f i r m e d  t h e  a b s e n c e  o f  
P C R  i n h i b i t o r s  i n  a m p l i f i c a t i o n  r e a c t i o n s .  
W h e n  t h e  r e l a t i v e  q u a n t i t y  o f  S V 4 0  T - a g  w a s  c a l c u l a t e d  b y  n o r m a l i s a t i o n  o f  v i r a l  g e n e  c o p y  
n u m b e r  t o  c e l l  n u m b e r  b a s e d  o n  R N A s e  P  q u a n t i f i c a t i o n ,  r e s u l t s  f r o m  t h e  i n i t i a l  t i m e  c o u r s e  
i n d i c a t e d  a  d e c r e a s e  i n  v i r a l  l o a d  f r o m  d a y  0  t o  d a y  1 5  f o r  b o t h  c e l l  l i n e s  ( F i g u r e  3 . 2 0 ) .  I n  
a d d i t i o n ,  v i r a l  l o a d  w a s  s e e n  t o  d e c r e a s e  s h a r p l y  a f t e r  e a c h  s a m p l e  c o l l e c t i o n  t i m e  p o i n t  w i t h  
v a l u e s  o f  1 0 , 0 0 0  g e n o m e s  o n  d a y  0  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  - l E  a n d  - 2 E  v i r u s e s  d i m i n i s h i n g  t o  1 0 -  
1 0 0  c o p i e s  b y  1 5  d . p . i .  I t  t h e r e f o r e  a p p e a r e d  t h a t  t h i s  d e c r e a s i n g  v i r a l  l o a d  m a y  h a v e  r e s u l t e d  
f r o m  t h e  d i l u t i o n  e f f e c t  o f  s a m p l e  r e m o v a l  f o l l o w e d  b y  c e l l  c u l t u r e  f e e d i n g  w i t h  f r e s h  m e d i a ,  
t h e r e b y  d i l u t i n g  t h e  n u m b e r s  o f  v i r u s  p r e s e n t .  
W h e n  f u r t h e r  a n a l y s i s  o f  t h e  i n i t i a l  t i m e  c o u r s e  r e v e a l e d  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  S V 4 0  
D N A  c o p y  n u m b e r  b e t w e e n  7 7 6 - 1 E  a n d  - 2 E  ( 1 0 , 0 0 0  c o p i e s / c e l l )  a n d  - 2 E - S M  ( 1 , 0 0 0 )  o n  t h e  
d a y  o f  i n f e c t i o n ,  t h e  v a l i d i t y  o f  t h e  r e s u l t s  w a s  f u r t h e r  q u e s t i o n e d .  T h e r e  a p p e a r e d  t o  b e  t e n -  
f o l d  l e s s  o f  v i r a l  g e n o m e s  f o r  S V 4 0  7 7 6 - 2 E - S M  v i r u s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  S V 4 0  7 7 6 - 1 E  a n d  -  
2 E  s t r a i n s  a t  0  d . p . i . ,  t h e  d a y  o f  i n f e c t i o n .  T h i s  w a s  u n e x p e c t e d  a s  a l l  c e l l  l i n e s  w e r e  i n f e c t e d  
w i t h  t h e  s a m e  a m o u n t  o f  e a c h  v i r u s  ( 2  P F U I c e l l ) .  S u b s e q u e n t l y ,  a n  R Q - P C R  a n a l y s i s  o f  t h e  
D a y s  p o s t  i n f e c t i o n  
D a y s  p o s t  i n f e c t i o n  
F i g u r e  3 . 2 0 :  R Q - P C R  q u a n t i f i c a t i o n  o f  S V 4 0  g e n o m e s  p e r  c e l l  i n  B J A B  a n d  D G 7 5  c e l l  l i n e s  
S V 4 0  g e n o m e s  p e r  c e l l  w e r e  q u a n t i f i e d  i n  ( a )  B J A B  a n d  ( b )  D G 7 5  B  c e l l  l i n e s  i n f e c t e d  w i t h  S V 4 0  7 7 6 -  
l E ,  7 7 6 - 2 E  o r  7 7 6 - 2 E - S M  i n  i n i t i a l  e x p e r i m e n t  a t  0 ,  1 ,  4 ,  7 ,  1 1 ,  1 5  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n  ( d . p . i . ) .  T h e  
v a l u e s  f o r  t h e  t i m e  c o u r s e  a r e  s h o w n  a s  t h e  r a t i o  o f  S V 4 0  D N A  m e a n  c o p y  n u m b e r  p e r  c e l l ,  a s s u m i n g  
t w o  c o p i e s  o f  R N A s e  P  p e r  c e l l .  
S V 4 0  v i r u s  s t o c k s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  S V 4 0  7 7 6 - 2 E - S M  s t o c k  h a d  a  l o w e r  n u m b e r  o f  g e n o m e s  
t h a n  t h e  a p p a r e n t  e q u i v a l e n t  s t o c k s  o f  - l E  a n d  - 2 E  v i r u s .  T h e  r e l a t i v e l y  l o w  n u m b e r  o f  
g e n o m e s  w a s  c o n f i r m e d  b y  R Q - P C R  a n a l y s i s  o f  a  s e p a r a t e  - 2 E - S M  s t o c k .  T h e  i d e n t i f i c a t i o n  
o f  c e l l  c u l t u r e  d i l u t i o n  a n d  v i r a l  i n o c u l u m  v a r i a t i o n  p r o m p t e d  t h e  s t a n d a r d i s a t i o n  o f  t h e  t i m e  
c o u r s e  i n  t h e  o p t i m i s e d  e x p e r i m e n t .  
I n  t h e  o p t i m i s e d  e x p e r i m e n t ,  w h e r e  i n f e c t i o n  w a s  n o r m a l i s e d  t o  i n p u t  v i r a l  g e n o m e s  r a t h e r  
t h a n  i n f e c t i o u s  p a r t i c l e s  a n d  c e l l  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  w e r e  s t a n d a r d i s e d ,  s h a r p  d e c r e a s e s  i n  
v i r a l  l o a d  w e r e  n o  l o n g e r  e v i d e n t  d u r i n g  t h e  t i m e  c o u r s e  a n d  t h e  n u m b e r  o f  g e n o m e s / c e l l  o n  
d a y  0  w a s  t h e  s a m e  f o r  e a c h  v i r u s  o n  t h e  d a y  o f  i n f e c t i o n  i n d i c a t i n g  s t a n d a r d i s e d  i n o c u l u m  
( F i g u r e  3 . 2 1 ) .  
W h e n  t h e  r e l a t i v e  q u a n t i t y  o f  S V 4 0  w a s  c a l c u l a t e d  i n  t h i s  o p t i m i s e d  
e x p e r i m e n t ,  S V 4 0  w a s  d e t e c t e d  t h r o u g h o u t  t h e  t i m e  c o u r s e  f o r  a l l  v i r u s e s  i n  b o t h  B  c e l l  l i n e s  
( T a b l e s  3 . 2  -  3 . 4 ) .  O v e r a l l ,  i t  a p p e a r e d  t h a t  t h e  v i r a l  g e n o m e  w a s  m a i n t a i n e d  a t  l e v e l s  o f  a t  
l e a s t  1 - 1 0  c o p i e s / c e l l  i n  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  7 7 6 - 1 E  a n d  7 7 6 - 2 E  v i r u s e s .  E v e n  h i g h e r  v i r a l  
g e n o m e  n u m b e r s ,  a p p r o x i m a t e l y  1 0 0  c o p i e s  p e r  c e l l ,  w e r e  o b s e r v e d  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  7 7 6 -  
2 E - S M  v i r u s .  T h i s  i n c r e a s e d  T - a g  d e t e c t e d  i n  - 2 E - S M - i n f e c t e d  c e l l s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  f l o w  
c y t o m e t r i c  d e t e c t i o n  o f  T - a g  w h e r e  i n c r e a s e d  l e v e l s  w e r e  a p p a r e n t  c o m p a r e d  t o  t h e  - l E  a n d  -  
2 E - i n f e c t e d  c e l l s .  T h e  S V 4 0  p e r s i s t e n c e  i n  t h e  B  c e l l  l i n e s  w a s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  s t e a d i l y  
d e c r e a s i n g  v i r a l  l o a d  o b s e r v e d  w i t h  t h e  n e g a t i v e  c o n t r o l  C E M  T  c e l l  l i n e  ( F i g u r e  3 . 2 1 ) .  
D a y s  p o s t  I n f e c t i o n  
D a y s  p o s t  I n f e c t i o n  
D a y s  p o s t  I n f e c t i o n  
F i g u r e  3 . 2 1 :  R Q - P C R  q u a n t i f i c a t i o n  o f  S V 4 0  g e n o m e s  p e r  c e l l  i n  l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s  
S V 4 0  g e n o m e s  p e r  c e l l  w e r e  q u a n t i f i e d  i n  ( a )  B J A B ,  ( b )  D G 7 5  a n d  ( c )  C E M  c e l l  l i n e s  i n f e c t e d  w i t h  
S V 4 0  7 7 6 - l E ,  7 7 6 - 2 E  o r  7 7 6 - 2 E - S M  i n  o p t i m i s e d  t i m e  c o u r s e  m e a s u r e d  a t  0 ,  2 ,  4 ,  6 ,  8  d a y s  p o s t  
i n f e c t i o n  ( d . p . i . ) .  T h e  v a l u e s  s h o w n  a r e  t h e  r a t i o  o f  S V 4 0  D N A  m e a n  c o p y  n u m b e r  p e r  c e l l ,  a s s u m i n g  
t w o  c o p i e s  o f  R N A s e  P  p e r  c e l l ,  a n d  a r e  t h e  a v e r a g e  o f  f o u r  m e a s u r e m e n t s  f o r  e a c h  t a r g e t  g e n e  
Table 3.2: Quantification of SV40 776-1E T-ag DNA copies normalised to RNAse P cell number 
RNAse P 
D.p.i. CT CT Mean SV40 CT CT Mean RNAse P RNAse P mean SV40IRNAse P 
CT mean quantity CT mean quantity quantitylcell (T-ag copies/cell) 
Table shows results for SV40 775-1E-infected DG75 B cell line culture. SV40 and RNAse P mean quantity values are derived fiom the standard curve mean CT value. 
The RNAse P mean quantity is divided by two to calculate the RNAse P copy number per cell as there is one copy per human genome and human cells are diploid. The 
SV40 mean quantity was then divided by RNAse P mean quantity per cell to give the number of T-ag copies per cell. D.p.i.; days post infection, CT; threshold cycle, T- 
ag; T-antigen 
Table 3.3: Quantification of SV40 776-2E T-ag DNA copies norrnalised to RNAse P cell number 
SV40 776-23 RNAse P 
D.p.i. CT CT Mean SV40 CT CT Mean RNAse P RNAse P mean SV401RNAse P 
CT mean quantity CT mean quantity quantity per cell (T-ag copieslcell) 
Table shows results for SV40 775-2E-infected DG75 B cell line culture. SV40 and RNAse P mean quantity values are derived from the standard curve mean CT value. 
The RNAse P mean quantity is divided by two to calculate the RNAse P copy number per cell as there is one copy per human genome and human cells are diploid. The 
SV40 mean quantity was then divided by RNAse P mean quantity per cell to give the number of T-ag copies per cell. D.p.i.; days post infection, CT; threshold cycle, T-ag; 
T-antigen 
Table 3.4: Quantification of SV40 776-2E-SM T-ag DNA copies normalised to RNAse P cell number 
SV40 776-2E-SM RNAse P 
D.p.i. CT CT Mean SV40 CT CT Mean RNAse P RNAse P mean SV40/RNAse P 
CT mean quantity CT mean quantity quantitylcell (T-ag copieslcell) 
Table shows results for SV40 775-2E-SM-infected DG75 B cell line culture. SV40 and RNAse P mean quantity values are derived i?om the standard curve mean CT 
value. The RNAse P mean quantity is divided by two to calculate the RNAse P copy number per cell as there is one copy per human genome and human cells are diploid. 
The SV40 mean quantity was then divided by RNAse P mean quantity per cell to give the number of T-ag copies per cell. D.p.i.; days post infection, CT; threshold cycle, 
T-ag; T-antigen 
4 . 0  D i s c u s s i o n  
M o r e  t h a n  f o r t y  y e a r s  a f t e r  t h e  d i s c o v e r y  o f  S i m i a n  v i r u s  4 0  ( S V 4 0 ) ,  a  m a j o r  c o n t r o v e r s y  
e x i s t s  r e g a r d i n g  i t s  a s s o c i a t i o n  w i t h  h u m a n  c a n c e r ,  a l m o s t  d i v i d i n g  r e s e a r c h  g r o u p s  i n t o  
' b e l i e v e r s '  a n d  ' n o n - b e l i e v e r s ' .  S o m e  i n v e s t i g a t o r s  q u e s t i o n  t h e  p r e s e n c e  o f  S V 4 0  i n  
h u m a n s ,  t h e r e b y  o b v i a t i n g  t h e  n e e d  t o  s t u d y  t h e  r o l e  o f  S V 4 0  i n  h u m a n  d i s e a s e .  
N e v e r t h e l e s s ,  e v i d e n c e  h a s  a c c u m u l a t e d  o v e r  t h e  p a s t  f e w  d e c a d e s  i m p l i c a t i n g  S V 4 0  a s  a  
c a u s e  o f  c a n c e r  i n  t h e  h u m a n  h o s t .  S e v e r a l  r e p o r t s  h a v e  d e s c r i b e d  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  
S V 4 0  w i t h  m a l i g n a n t  m e s o t h e l i o m a  a n d  s t u d i e s  h a v e  c h a r a c t e r i s e d  S V 4 0 - m e d i a t e d  i n  
v i t r o  t r a n s f o r m a t i o n  o f  h u m a n  m e s o t h e l i a l  c e l l s .  I n  m o r e  r e c e n t  y e a r s ,  d a t a  h a s  
a c c u m u l a t e d  s h o w i n g  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  S V 4 0  w i t h  h u m a n  l y m p h o m a s .  W h i l e  S V 4 0 -  
l y m p h o m a  r e s e a r c h  t o  d a t e  h a s  f r e q u e n t l y  f o c u s e d  o n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  t h e  v i r u s  
i n  h u m a n  l y m p h o m a s ,  t h e  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  S V 4 0  m a y  i n f e c t  o r  t r a n s f o r m  
l y m p h o c y t e s  h a s  n o t  y e t  b e e n  s t u d i e d .  
T h i s  c u r r e n t  s t u d y  w a s  d e s i g n e d  t o  i n v e s t i g a t e  S V 4 0  i n f e c t i o n  i n  h u m a n  l y m p h o c y t e s  a n d  
t h e r e f o r e  p o t e n t i a l l y  r e v e a l  i n s i g h t s  i n t o  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  S V 4 0  i n f e c t i o n  i n  h u m a n s .  
S V 4 0  h a s  b e e n  d e t e c t e d  i n  h u m a n  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l s ,  t o n s i l s ,  a n d  N H L  
( B u t e l ,  2 0 0 9 ;  M a r t i n i  e t  a l ,  2 0 0 7 ) .  
I n  a d d i t i o n ,  S V 4 0  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n d u c e  
l y m p h o m a s  o f  B  c e l l  a n d  h i s t i o c y t i c  o r i g i n  i n  t h e  S y r i a n  g o l d e n  h a m s t e r  m o d e l  ( M c N e e s  
e t  a l ,  2 0 0 9 ) .  T h e s e  f i n d i n g s  d o c u m e n t  t h e  l y m p h o t r o p i c  c a p a c i t y  o f  S V 4 0 .  
T o  b e g i n  t h e  s t u d i e s  o f  S V 4 0  i n f e c t i o n s  i n  h u m a n  l y m p h o c y t e s ,  h u m a n  c e l l  l i n e s  w e r e  
c h o s e n  b e c a u s e  t h e y  a r e  r e a d i l y  a v a i l a b l e  a n d  e a s y  t o  g r o w  i n  t i s s u e  c u l t u r e ,  a r e  q u i c k l y  
e x p a n d e d  t o  l a r g e  q u a n t i t i e s ,  a n d  p r o v i d e  a  t i s s u e  s e t t i n g  f o r  o p t i m i s i n g  a n d  r e p r o d u c i n g  
i n  v i t r o  e x p e r i m e n t s .  H o w e v e r ,  t h e  u s e  o f  c e l l  l i n e s  d o e s  n o t  a l l o w  f o r  o p p o r t u n i t i e s  t o  
s t u d y  v i r a l  t r a n s f o r m a t i o n  a s  t h e y  a r e  a l r e a d y  i r n r n o r t a l i s e d .  E x p e r i m e n t s  i n  p r i m a r y  
h u m a n  l y m p h o c y t e s  m a y  o f f e r  m o r e  m e c h a n i s t i c  i n s i g h t s ,  b u t  h a v e  l i m i t a t i o n s  o f  f e w e r  
c e l l  n u m b e r s  a n d  p o s s i b l e  d o n o r  v a r i a b i l i t y .  F u t u r e  f o l l o w  u p  s t u d i e s  s h o u l d  i n c l u d e  
e x p e r i m e n t s  i n  p r i m a r y  h u m a n  c e l l s  o n c e  m e t h o d s  a n d  i n t e r p r e t a t i o n s  a r e  s t a n d a r d i s e d .  
T h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e i n  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  a n  i n f e c t i o n  t i m e  c o u r s e  e x p e r i m e n t  i n  
w h i c h  t h r e e  d i f f e r e n t  l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s ,  t h e  B  c e l l  l i n e s ,  B J A B  a n d  D G 7 5 ,  a n d  a  T  
c e l l  l i n e ,  C E M ,  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  t h r e e  v i r a l  s t r a i n s  o f  S V 4 0 .  T w o  v a r i a n t s  o f  t h e  S V 4 0  
7 7 6  s t r a i n ,  7 7 6 - 1 E  a n d  7 7 6 - 2 E ,  c o n t a i n i n g  o n e  a n d  t w o  e n h a n c e r  e l e m e n t s ,  r e s p e c t i v e l y ,  
w e r e  c o m p a r e d  t o  r e v e a l  i f  t h e  r e g u l a t o r y  r e g i o n  o f  S V 4 0  m a y  i n f l u e n c e  v i r a l  i n t e r a c t i o n  
w i t h  l y m p h o c y t e s .  A  p r e v i o u s  s t u d y  c o m p a r i n g  - l E  a n d  - 2 E  v a r i a n t s  r e v e a l e d  a  s t r o n g  
c o n t r i b u t i o n  o f  t h e  r e g u l a t o r y  r e g i o n  t o  v i r a l  o n c o g e n i c i t y  i n  t h e  h a m s t e r  m o d e l ,  w i t h  t h e  
- l E  v i r u s  c a u s i n g  m o r e  t u m o u r s  ( S r o l l e r  e t  a l ,  2 0 0 8 ) .  A  m i R N A  m u t a n t  v i r u s ,  S V 4 0  7 7 6 -  
2 E - S M ,  w a s  a l s o  i n c l u d e d  t o  e v a l u a t e  a  p o s s i b l e  r o l e  o f  S V 4 0  r n i R N A  i n  l y m p h o c y t e  
i n f e c t i o n s .  T h e  s t u d y  d e s c r i b e d  h e r e  i s  t h e  f i r s t  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e s e  v i r a l  s t r a i n s  i n  
h u m a n  l y m p h o i d  c e l l s .  
D u r i n g  a  t w o - w e e k  t i m e  c o u r s e  f o l l o w i n g  S V 4 0 - i n f e c t i o n ,  l y m p h o c y t e  c u l t u r e s  w e r e  
a n a l y s e d  f o r  p r o l i f e r a t i o n  a n d  v i a b i l i t y ,  c h a n g e s  i n  l y m p h o c y t e  s u r f a c e  m a r k e r s ,  
i n t r a c e l l u l a r  e x p r e s s i o n  o f  T - a g  a n d  r e p l i c a t i o n  o f  S V 4 0  g e n o m e s .  B o t h  S V 4 0  w i l d - t y p e  
v i r u s e s ,  7 7 6 - 1 E  a n d  - 2 E ,  i n d u c e d  p r o l i f e r a t i o n  i n  t h e  D G 7 5  B  c e l l  l i n e ,  w i t h  a  f o u r - f o l d  
i n c r e a s e  i n  c e l l  n u m b e r s  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  a n  u n i n f e c t e d  m o c k  s a m p l e  a t  e a c h  t i m e  
p o i n t .  I n c r e a s e d  p r o l i f e r a t i o n  r e f l e c t s  a l t e r a t i o n  i n  c e l l  c y c l e  c o n t r o l  a n d  t h i s  e f f e c t  o f  t h e  
v i r u s  m a y  p l a y  a  r o l e  i n  c a n c e r  d e v e l o p m e n t .  T h e  l y m p h o p r o l i f e r a t i o n  w a s  n o t  u n i f o r m  
i n  b o t h  B  c e l l  l i n e s ,  w h i c h  w e r e  d e r i v e d  f r o m  d i f f e r e n t  h u m a n  c a n c e r o u s  c e l l s  a n d  a r e  
g e n e t i c a l l y  d i s t i n c t .  I t  i s  t h e r e f o r e  p o s s i b l e  t h a t  t h e  D G 7 5  c e l l  l i n e  m a y  b e  m o r e  s e n s i t i v e  
t o  t h e  S V 4 0 - c e l l  c y c l e  e f f e c t s  t h a n  t h e  B J A B  c e l l  l i n e .  W h i l e  b o t h  B  c e l l  l i n e s  a r e  E B V  
n e g a t i v e ,  i t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t h a t  D G 7 5  e x p r e s s e s  o t h e r  c o - f a c t o r s  c o n d u c i v e  t o  i n c r e a s e d  
p r o l i f e r a t i o n ,  t h a t  a r e  a b s e n t  i n  t h e  B J A B  c e l l  l i n e .  T h i s  o b s e r v a t i o n  m a y  s u p p o r t  t h e  
h y p o t h e s i s  t h a t  a d d i t i o n a l  f a c t o r s  m a y  b e  r e q u i r e d  t o  a c t  i n  s y n e r g y  w i t h  S V 4 0  i n f e c t i o n  
f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  a  c a n c e r o u s  p r o c e s s  i n  l y m p h o c y t e s .  I n  o t h e r  c a n c e r  t y p e s ,  t h e  r o l e  o f  
a n  S V 4 0  c o - f a c t o r  i s  s t r o n g l y  i n d i c a t e d .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  S V 4 0  i s  a  c o -  
c a r c i n o g e n  w i t h  a s b e s t o s  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  m a l i g n a n t  m e s o t h e l i o m a  a s  d e m o n s t r a t e d  
i n  v i t r o  w i t h  h u m a n  m e s o t h e l i a l  c e l l s  ( B o c c h e t t a  e t  a l ,  2 0 0 0 ) .  T h e  a e t i o l o g y  o f  t h e  m a n y  
d i f f e r e n t  t y p e s  o f  l y m p h o m a  i s  m u l t i - f a c t o r i a l  i n  n a t u r e ,  a n d  v i r u s e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  
b e  i n v o l v e d  i n  s o m e  c a s e s .  G i v e n  t h e  s t r o n g  o n c o g e n i c i t y  o f  S V 4 0 ,  i f  i t  i s  p r e s e n t  i n  
h u m a n  l y m p h o c y t e s  t h e n  i t  c o u l d  c o n c e i v a b l y  f u n c t i o n  a s  a  c o - f a c t o r  i n  
l y m p h o m a g e n e s i s .  T h e  s u g g e s t i o n  o f  a  c o - c a r c i n o g e n i c  r o l e  f o r  S V 4 0  i s  f u r t h e r  
s t r e n g t h e n e d  g i v e n  t h a t  t h i s  t h e o r y  h a s  b e e n  p r o v e n  f o r  o t h e r  t r a n s f o r m i n g  v i r u s e s .  E B V  
h a s  l o n g  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  B u r k i t t ' s  l y m p h o m a  b u t  p r e s e n c e  o f  t h e  v i r u s  i s  o n l y  o n e  
f a c t o r  i n v o l v e d  i n  d i s e a s e  d e v e l o p m e n t ,  a l o n g  w i t h  t h e  c - m y c  t r a n s l o c a t i o n  a n d  e x p o s u r e  
t o  t h e  m a l a r i a  p a r a s i t e  ( T h o r l e y - L a w s o n  a n d  A l l d a y ,  2 0 0 8 ) .  A n o t h e r  e x a m p l e  i s  t h e  r i s k  
o f  d e v e l o p i n g  H B V - i n d u c e d  l i v e r  c a n c e r  i s  g r e a t l y  i n c r e a s e d  b y  o t h e r  c o - f a c t o r s  s u c h  a s  
t h e  h e p a t o t o x i n  a f l a t o x i n  ( J a v i e r  a n d  B u t e l ,  2 0 0 8 ) .  
W h i l e  i n c r e a s e d  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  o b s e r v e d  i n  D G 7 5  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  w i l d - t y p e  
7 7 6 - 1 E  a n d  - 2 E  S V 4 0  v i r u s  s t r a i n s ,  t h i s  i n c r e a s e  i n  c e l l  g r o w t h  w a s  n o t  s e e n  i n  B  c e l l  
l i n e s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  m i R N A  m u t a n t ,  7 7 6 - 2 E - S M .  C e l l s  i n f e c t e d  w i t h  t h i s  v i r u s  l a c k i n g  
S V 4 0  m i R N A  a p p e a r e d  t o  h a v e  a r r e s t e d  g r o w t h  i n  b o t h  B J A B  a n d  D G 7 5  c e l l  l i n e s .  T h i s  
l a c k  o f  c e l l  g r o w t h  w a s  n o t  d u e  t o  c e l l  d e a t h ,  a s  d e c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y  w a s  n o t  
o b s e r v e d .  I t  i s  t h e r e f o r e  p o s s i b l e  t h a t  a  f u n c t i o n  o f  t h e  S V 4 0  r n i R N A  i s  t o  p r o m o t e  c e l l  
d i v i s i o n ,  t h e r e b y  f a c i l t a t i n g  v i r u s  r e p l i c a t i o n .  O n e  r e p o r t e d  f u n c t i o n  o f  S V 4 0  m i R N A  i s  
t o  d e c r e a s e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  e a r l y  r e g i o n  g e n e s ,  i n c l u d i n g  t h e  l a r g e  a n d  s m a l l  T  a n t i g e n s  
( S u l l i v a n  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  T h e  d e c r e a s e  i n  c e l l  d i v i s i o n  m a y  b e  a  c o n s e q u e n c e  o f  i n c r e a s e d  
T - a g  e x p r e s s i o n  c a u s e d  b y  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  S V 4 0  m i R N A .  P e r h a p s  t o o  m u c h  T  a n t i g e n  
i s  t o x i c  f o r  t h e  B - l y m p h o c y t e s .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  c e l l  g r o w t h  s t a g n a t i o n  n o t e d  i n  t h e  - 2 E -  
S M  i n f e c t e d  B  c e l l  l i n e s  w a s  n o t  o b s e r v e d  i n  t h e  T  c e l l  l i n e  C E M ,  w h e r e  n o r m a l  c e l l  
d i v i s i o n  o c c u r r e d  r e l a t i v e  t o  t h e  u n i n f e c t e d  c e l l s .  
T h e  c e l l  g r o w t h  a n d  v i a b i l i t y  d a t a  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  a  s i n g l e  a p p r o a c h  b a s e d  o n  t h e  
e x c l u s i o n  o f  t r y p a n  b l u e  d y e .  T h i s  i s  a  s u b j e c t i v e  t e c h n i q u e ,  w i t h  l i m i t e d  s e n s i t i v i t y .  T o  
c o n f i r m  t h e  g r o w t h  a n d  v i a b i l i t y  d a t a ,  f u t u r e  w o r k  s h o u l d  i n c l u d e  m o r e  s e n s i t i v e  a s s a y s ,  
s u c h  a s  t h e  M T T  a s s a y  a n d  A n n e x i n V  a n d  P I  s t a i n i n g  f o l l o w e d  b y  f l o w  c y t o m e t r y  t h a t  
w o u l d  a l l o w  f o r  a  g r e a t e r  n u m b e r  o f  c e l l s  t o  b e  c o u n t e d  a n d  p o s s i b l y  a s s e s s  a  c e l l  
f u n c t i o n .  A n o t h e r  a p p r o a c h  t o  f u r t h e r  c h a r a c t e r i s e  t h e  i n f l u e n c e  o f  S V 4 0  m i R N A  a b s e n t  
i n  t h e  - 2 E - S M  v i r u s  i s  u s i n g  a  T U N E L  a s s a y  ( t e r m i n a l  d U T P  n i c k - e n d  l a b e l l i n g )  t o  d e t e c t  
w h e t h e r  a p o p t o s i s  i s  o c c u r r i n g  i n  - i n f e c t e d  B  c e l l s .  
C D 6 9  i s  a n  e a r l y  l e u k o c y t e  a c t i v a t i o n  m a r k e r ,  e x p r e s s e d  i n  c h r o n i c  i n f l a m m a t i o n  ( S a n c h o  
e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  T h e  c o - s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  C D 8 0  a n d  C D 8 6  p r o v i d e  " s i g n a l  2 "  r e q u i r e d  
t o  g e n e r a t e  a n  a n t i g e n - s p e c i f i c  i m m u n e  r e s p o n s e ,  w i t h  " s i g n a l  1 "  b e i n g  t h e  a n t i g e n i c  
p e p t i d e  p r e s e n t e d  b y  M H C  m o l e c u l e s  t o  T  c e l l  r e c e p t o r s .  A  d e c r e a s e  i n  e x p r e s s i o n  o f  
t h e s e  c o - s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  w o u l d  r e s u l t  i n  c o m p r o m i s e d  a c t i v a t i o n  o f  naYve T  c e l l s ,  
t h e r e b y  b l o c k i n g  a  c r i t i c a l  s t a g e  i n  t h e  i m m u n e  s y s t e m  i n  r e c o g n i s i n g  a n d  c l e a r i n g  a n  
i n f e c t i o u s  a g e n t .  T o  e v a l u a t e  w h a t  e f f e c t s ,  i f  a n y ,  S V 4 0  i n f e c t i o n  i n  h u m a n  l y m p h o c y t e s  
h a s  o n  t h e  l y m p h o c y t e  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r s  C D 6 9 ,  C D 8 0 ,  a n d  C D 8 6 ,  s t a i n i n g  o n  l i v e  
c e l l s  f o r  f l o w  c y t o m e t r y  w e r e  p e r f o r m e d  d u r i n g  t h e  i n f e c t i o n  t i m e  c o u r s e .  
W h i l e  f e w  c h a n g e s  w e r e  n o t e d  i n  B  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  - l E  a n d  - 2 E  v i r u s e s ,  a  c l e a r  
p a t t e r n  o f  C D 6 9  u p r e g u l a t i o n  a n d  C D 8 0  d o w n r e g u l a t i o n  w a s  e v i d e n t  i n  - 2 E - S M - i n f e c t e d  
B  c e l l s .  A s  w i t h  p r o l i f e r a t i o n  s t u d i e s ,  t h e s e  e f f e c t s  w e r e  n o t  c o n s i s t e n t l y  s e e n  i n  b o t h  B  
c e l l  l i n e s ,  w i t h  t h e  m o s t  n o t a b l e  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r  c h a n g e s  b e i n g  o b s e r v e d  i n  t h e  B J A B  
c e l l  l i n e .  O n c e  a g a i n ,  t h i s  d i f f e r e n c e  i n  B  c e l l  r e s p o n s e  c o u l d  b e  d u e  t o  g e n e t i c  
d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  t w o  B  c e l l  l i n e s .  T h e  m u t a n t  v i r u s ,  w i t h  i t s  i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  
o f  T - a g ,  s u g g e s t s  t h a t  T - a g  i s  p l a y i n g  a  r o l e  i n  t h e  o b s e r v e d  e x p r e s s i o n  c h a n g e s  i n  s u r f a c e  
m a r k e r s  C D 6 9  a n d  C D 8 0 ,  a n d  m a y  h i n t  a t  a  p o t e n t i a l  f u n c t i o n  o f  T - a g  t o  p a r t i c i p a t e  i n  
i m m u n e  e v a s i o n .  F u t u r e  w o r k  s h o u l d  i n c l u d e  i n f e c t i n g  c e l l s  u s i n g  a  d o s e  r e s p o n s e  c u r v e  
t o  r e v e a l  t h e  e f f e c t  o f  T - a g  e x p r e s s i o n  a t  v a r i o u s  l e v e l s .  
M o d u l a t i o n  o f  l y m p h o c y t e  c e l l  s u r f a c e  m o l e c u l e s  r e q u i r e d  i n  i n i t i a t i n g  a n t i g e n - s p e c i f i c  
i m m u n e  r e s p o n s e s  i s  a  c o m m o n  m e c h a n i s m  u s e d  b y  v i r u s e s  t o  e v a d e  t h e  h u m a n  i m m u n e  
s y s t e m ,  t h e r e b y  f a c i l i t a t i n g  v i r a l  r e p l i c a t i o n  a n d  p e r s i s t e n c e .  C h a n g e s  i n  c e l l  s u r f a c e  
m a r k e r  e x p r e s s i o n  m a y  a l s o  c o n t r i b u t e  t o  t u m o u r i g e n e s i s  b y  a l l o w i n g  a  t u m o u r  c e l l  t o  
r e m a i n  u n r e c o g n i s a b l e  t o  t h e  h o s t  i m m u n e  r e s p o n s e .  E x a m p l e s  o f  v i r a l  p r o t e i n s  
m o d u l a t i n g  h o s t  i m m u n e  r e s p o n s e s  i n  t h i s  m a n n e r  i n c l u d e  t h e  N e f  p r o t e i n  o f  H I V ,  w h i c h  
h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n d u c e  a  d o w n r e g u l a t i o n  o f  M H C  a n d  t h e  c o - s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  
C D 8 0  a n d  C D 8 6  o n  m o n o c y t e s ,  m a c r o p h a g e s  a n d  d e n d r i t i c  c e l l s  ( C h a u d h r y  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  
C D 8 6  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  b e  d o w n r e g u l a t e d  b y  t h e  M I R 2  p r o t e i n  i n  K S H V ,  a  v i r u s  
t h a t  m a i n l y  i n f e c t s  B - l y m p h o c y t e s  ( C o s c o y ,  2 0 0 7 ) .  L i k e  o t h e r  v i r a l  a g e n t s ,  c e l l  s u r f a c e  
m a r k e r  - u p  o r  - d o w n  r e g u l a t i o n  i n  S V 4 0  i n f e c t i o n  o f  l y m p h o c y t e s  c o u l d  r e s u l t  f r o m  t h e  
d i r e c t  a c t i o n  o f  a  v i r a l  p r o t e i n ,  o r  i t  c o u l d  b e  a n  i n d i r e c t  e f f e c t  o f  v i r u s  p r e s e n c e  i n  t h e  
c e l l .  C e l l  s u r f a c e  m a r k e r  c h a n g e s  c o u l d  r e p r e s e n t  o n e  o f  t h e  p a t h w a y s  t a r g e t e d  b y  S V 4 0  
i n  i t s  a t t e m p t  t o  m a k e  i t  u n r e c o g n i s a b l e  t o  a  C T L  r e s p o n s e ,  t h u s ,  e n a b l i n g  i t s  s u r v i v a l .  I t  
h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  s h o w n  t h a t  l a c k  o f  m i R N A  m a k e s  t h e  S V 4 0  v i r u s  m o r e  s e n s i t i v e  t o  
C T L  k i l l i n g  w i t h  m o r e  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  o b s e r v e d ,  r e p r e s e n t i n g  f u r t h e r  e v i d e n c e  o f  
i m m u n e  e v a s i o n  s t r a t e g i e s  a t  w o r k  i n  t h e  w i l d  t y p e  ( S u l l i v a n  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  A n  i n t e r e s t i n g  
f o l l o w  u p  s t u d y  w o u l d  i n v o l v e  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  c y t o k i n e - p r o f i l e  o f  t h e  S V 4 0 -  
i n f e c t e d  c e l l s  t o  s e e  i f  c y t o k i n e  e x p r e s s i o n  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  m o d u l a t i o n  o f  t h e  s u r f a c e  
m a r k e r s  o b s e r v e d .  F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  i n t o  t h e  m e c h a n i s m s  b y  w h i c h  S V 4 0  m o d u l a t e s  
h o s t  c e l l  s i g n a l l i n g  p r o t e i n s  m a y  r e v e a l  n o v e l  i m m u n e  e v a s i o n  a n d  v i r a l  o n c o g e n e s i s  
s t r a t e g i e s .  
T h e  S V 4 0  T - a g  i s  r e q u i r e d  f o r  v i r a l  r e p l i c a t i o n  a n d  c e l l u l a r  t r a n s f o r m a t i o n ,  a n d  i s  o n l y  
e x p r e s s e d  a f t e r  e n t r y  i n t o  a  h o s t  c e l l  ( z u r  H a u s e n ,  2 0 0 8 ) .  M e a s u r i n g  T - a g  e x p r e s s i o n  i n  
i n f e c t e d  l y m p h o c y t e s  i s  t h u s  a  c r i t i c a l  c o m p o n e n t  i n  t e s t i n g  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  S V 4 0  
p l a y s  a  r o l e  i n  h u m a n  l y m p h o m a g e n e s i s .  C e l l s  a n a l y s e d  f r o m  t h e  s a m e  c u l t u r e s  f o r  t h e  
s u r f a c e  s t a i n i n g  e x p e r i m e n t s  w e r e  a l s o  p e r m e a b i l i s e d  a n d  s t a i n e d  f o r  i n t r a c e l l u l a r  T - a g .  
L o w - l e v e l  T - a g  e x p r e s s i o n  w a s  c o n s i s t e n t l y  d e t e c t e d  i n  t h e  B  c e l l  l i n e s  B J A B  a n d  D G 7 5  
i n f e c t e d  w i t h  a l l  t h r e e  v i r u s e s .  T h e  p e r c e n t a g e  B  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  S V 4 0  7 7 6 - 1 E  a n d  -  
2 E  e x p r e s s i n g  T - a g  r e m a i n e d  b e t w e e n  1 - 5 % ,  w i t h  t h e  p e a k  e x p r e s s i o n  o n  d a y  1 0  p o s t  
i n f e c t i o n .  A  h i g h e r  p e r c e n t a g e  o f  7 7 6 - 2 E - S M - i n f e c t e d  B  c e l l s  e x p r e s s e d  T - a g ,  w i t h  u p  t o  
1 7 %  p o s i t i v i t y  o b s e r v e d .  I n  t h e  h l l y  p e r m i s s i v e  p o s i t i v e  c o n t r o l  m o n k e y  k i d n e y  T C 7  
c e l l  l i n e ,  t h e  h i g h e s t  p e r c e n t a g e  e x p r e s s i o n  o f  T - a g  w a s  s e e n  i n  - 2 E - S M  i n f e c t e d  c e l l s ,  
f o l l o w e d  b y  - 2 E  t h e n  - l E .  T h e  i n c r e a s e d  p e r c e n t a g e  T - a g  e x p r e s s i o n  o b s e r v e d  i n  a l l  c e l l  
l i n e s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  m i R N A  m u t a n t  c o n f i r m s  p r e v i o u s  f i n d i n g s  w h e r e  w e s t e r n  b l o t  
a n a l y s i s  s h o w e d  t h a t  p r o d u c t i o n  o f  t h e  T  a n t i g e n s  i n  - 2 E - S M - i n f e c t e d  p e r m i s s i v e  c e l l s  
w a s  e n h a n c e d  r e l a t i v e  t o  t h e  w i l d - t y p e  ( S u l l i v a n  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  T h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  
p e r c e n t a g e  o f  T - a g  p o s i t i v e  c e l l s  i s  h i g h e r  i n  - 2 E - i n f e c t e d  c e l l s  t h a n  - l E  i s  a l s o  i n  
a g r e e m e n t  w i t h  s t u d i e s  w h e r e  f a s t e r  r e p l i c a t i o n  o f  - 2 E  v i r u s e s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  
v i t r o  ( L e d n i c k y  e t  a l ,  1 9 9 5 a ) .  T h e  i n  v i t r o  e x p r e s s i o n  o f  T - a g  i n  S V 4 0 - i n f e c t e d  B -  
l y m p h o c y t e s  i s  a  k e y  f i n d i n g  i n  t h i s  s t u d y  o f  S V 4 0 - l y m p h o m a g e n e s i s .  I t  i n d i c a t e s  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  v i r a l  e a r l y  g e n e s .  T h e  f a c t  t h a t  a  s m a l l  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  w e r e  p o s i t i v e  
m a y  i n d i c a t e  t h a t  a  s u b s e t  o f  t h e  c l o n a l  p o p u l a t i o n s  a r e  i n f e c t e d  o r  t h a t  T - a g  i s  e x p r e s s e d  
a t  l e v e l s  n e a r  t h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n .  A l t h o u g h  o n l y  1 0 - 1 5 %  o f  B  c e l l s  w e r e  p o s i t i v e  f o r  
T - a g  e x p r e s s i o n  l a t e r  i n  i n f e c t i o n ,  t h e  c h a n g e s  i n  C D 8 6  a n d  C D 6 9  e x p r e s s i o n  i n  c e l l s  
f r o m  t h e  s a m e  c u l t u r e s  a t  t h e s e  s a m e  t i m e  p o i n t s  s e e m e d  t o  b e  o c c u r  o n  a l l  c e l l s .  T h i s  
m i g h t  s u g g e s t  t h a t  v i r u s  i n f e c t i o n  i s  i n d i r e c t l y  c h a n g i n g  c e l l  p h e n o t y p e s ,  p e r h a p s  b y  a  
c y t o k i n e - m e d i a t e d  e f f e c t .  
A n o t h e r  k e y  f e a t u r e  i n  a n a l y s i n g  t h e  a b i l i t y  o f  S V 4 0  t o  i n f e c t  h u m a n  l y m p h o c y t e s  i s  t h e  
r e p l i c a t i o n  o f  v i r a l  D N A .  S V 4 0  v i r a l  l o a d  w a s  m e a s u r e d  d u r i n g  t h e  i n f e c t i o n  t i m e  c o u r s e  
f r o m  0 -  1 3  d a y s  b y  R Q - P C R .  R e s u l t s  s h o w e d  t h a t  v i r a l  c o p y  n u m b e r s  a p p e a r  t o  g r a d u a l l y  
d e c r e a s e  i n  t h e  C E M  T  c e l l  l i n e .  D e t e c t i o n  o f  S V 4 0  D N A  f r o m  a l l  t h r e e  v i r a l  s t r a i n s  a f t e r  
1  3  d a y s  a t  a  l e v e l  o f  a t  l e a s t  1  -  1 0  g e n o m e s l c e l l  i n d i c a t e d  p o s s i b l e  l o w - l e v e l  m a i n t e n a n c e  
a n d / o r  r e p l i c a t i o n  o f  t h e  v i r a l  g e n o m e  i n  t h e  B  c e l l  l i n e s  B J A B  a n d  D G 7 5 .  A l t h o u g h  t h e  
l e v e l  o f  S V 4 0  D N A  m a i n t a i n e d  a t  t h e  e n d  o f  t h e  t i m e  c o u r s e  w a s  l o w ,  s i m i l a r  l o w  l e v e l s  
o f  v i r u s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  a  p r e v i o u s  B  l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e  s t u d y  ( D o l c e t t i  e t  a l ,  
2 0 0 3 )  a n d  i n  n u m e r o u s  s t u d i e s  d e t e c t i n g  S V 4 0  i n  h u m a n  t u r n o u r s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h i s  l o w  
l e v e l  p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n  m a y  b e  a l l  t h a t  i s  r e q u i r e d  t o  i n i t i a t e  a  t u m o u r i g e n i c  p r o c e s s  o v e r  
t i m e ,  a w a y  f r o m  i m m u n e  s y s t e m  s u r v e i l l a n c e .  I n  p e r s i s t e n t  E B V  i n f e c t i o n ,  t h e  E B V  
v i r u s  i s  p r e s e n t  i n  v e r y  f e w  B  c e l l s ,  a p p r o x i m a t e l y  o n e  i n  a  m i l l i o n  b u t  t h i s  c a n  b e  
s u f f i c i e n t  t o  l e a d  t o  E B V - a s s o c i a t e d  d i s e a s e s  s u c h  a s  B u r k i t t  l y m p h o m a ,  p o s t -  
t r a n s p l a n t a t i o n  l y m p h o p r o l i f e r a t i v e  d i s o r d e r ,  n a s o p h a r y n g e a l  c a r c i n o m a  a n d  g a s t r i c  
c a r c i n o m a  ( K u t o k  a n d  W a n g ,  2 0 0 6 ) .  A l t h o u g h  i n f e c t i o n  a n d  p e r s i s t e n c e  o f  B  c e l l  l i n e s  
w i t h  S V 4 0  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  d e s c r i b e d  ( D o l c e t t i  e t  a l ,  2 0 0 3 ) ,  t h i s  c u r r e n t  s t u d y  i s  
u n i q u e  i n  t h a t  S V 4 0  v i r a l  l o a d  w a s  m o n i t o r e d  o v e r  a  p e r i o d  o f  t i m e .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  
r e s u l t s  o f  R Q - P C R  o b t a i n e d  i n  t h i s  s t u d y  a r e  f u r t h e r  s t r e n g t h e n e d  b y  t h e  e f f o r t s  m a d e  t o  
o p t i m i s e  t h e  i n f e c t i o n  t i m e  c o u r s e  e x p e r i m e n t  t o  s t a n d a r d i s e  f a c t o r s  s u c h  a s  r e m o v a l  o f  
s a m p l e  v o l u m e  a n d  d i f f e r e n c e  i n  v i r a l  i n o c u l u m .  T h i s  s t u d y  a l s o  i n c o r p o r a t e d  a n  a c c u r a t e  
q u a n t i f i c a t i o n  s t r a t e g y  w h e r e  v i r a l  t a r g e t  w a s  q u a n t i f i e d  r e l a t i v e  t o  t h e  h u m a n  R N A s e  P  
g e n e .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  R N A s e  P  q u a n t i f i c a t i o n  s e r v e d  a s  a n  e f f e c t i v e  i n t e r n a l  c o n t r o l  f o r  
p e r f o r m a n c e  o f  P C R  f r o m  e x t r a c t i o n  t h r o u g h  t o  a m p l i f i c a t i o n .  T h e  d e s i g n  o f  t h i s  
e x p e r i m e n t  a l s o  i n c l u d e d  s u i t a b l e  c o n t r o l s  i n  t h e  f o r m  o f  a n  u n i n f e c t e d  m o c k  c e l l  c u l t u r e  
f o r  e a c h  c e l l  l i n e .  
T h e  f i n d i n g  o f  S V 4 0  D N A  m a i n t e n a n c e  i n  B - l y m p h o c y t e s ,  w h i l e  s u g g e s t i v e  o f  S V 4 0  
i n f e c t i o n ,  d o e s  n o t  p r o v e  v i r a l  r e p l i c a t i o n .  C o n f i r m a t i o n  o f  S V 4 0  r e p l i c a t i o n ,  i f  
o c c u r r i n g ,  i n  v i r a l l y  i n f e c t e d  l y m p h o c y t e s  w o u l d  r e q u i r e  f u r t h e r  s t u d i e s  u s i n g  r e v e r s e -  
t r a n s c r i p t a s e  P C R  t o  m e a s u r e  S V 4 0  r n R N A  i n  a  s i m i l a r  t i m e  c o u r s e  e x p e r i m e n t .  
I n c r e a s i n g  l e v e l s  o f  S V 4 0  m R N A  w o u l d  c o r r e l a t e  t o  a c t i v e  v i r a l  t r a n s c r i p t i o n .  
A n  a d d i t i o n a l  f u n d a m e n t a l  l i m i t a t i o n  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t h e  f a c t  t h a t ,  a l t h o u g h  m e t h o d  
o p t i m i s a t i o n  w a s  p e r f o r m e d ,  t h e  p r e s e n t e d  r e s u l t s  r e p r e s e n t  a  s i n g l e  i n f e c t i o n  t i m e  c o u r s e .  
P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s ,  i n c l u d i n g  a n  i n i t i a l  i n f e c t i o n  t i m e  c o u r s e ,  w h i l e  s h o w i n g  s o m e  
s i m i l a r  t r e n d s  i n  r e s u l t s ,  w e r e  n o t  i n c l u d e d  a s  t h e y  d i f f e r e d  i n  s e t  u p  a n d  t h e r e f o r e  c o u l d  
n o t  b e  c o m p a r e d  t o  t h e  o p t i m i s e d  t i m e  c o u r s e .  A s  a  r e s u l t ,  a l t h o u g h  a l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  
c o n t r o l l e d  a d e q u a t e l y  t h r o u g h o u t ,  r e p r o d u c i b i l i t y  t o  c o n f i r m  r e s u l t s  c o u l d  n o t  b e  
d e m o n s t r a t e d .  T h i s  f a i l u r e  t o  r e p e a t  e x p e r i m e n t s  a l s o  m e a n t  t h a t  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  c o u l d  
n o t  b e  p e r f o r m e d .  F u t u r e  w o r k  w o u l d  i n c l u d e  r e p e a t i n g  t h e  p r e s e n t e d  o p t i m i s e d  t i m e  
c o u r s e  a  n u m b e r  o f  t i m e s  t o  c o n f i r m  r e s u l t s  a n d  t r e n d s ,  a n d  a n a l y s i n g  t h e  r e s u l t s  
s t a t i s t i c a l l y  t o  e v a l u a t e  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  f i n d i n g s .  U p o n  c o m p l e t i o n  o f  a d d i t i o n a l  
e x p e r i m e n t s ,  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  l o w - l e v e l  S V 4 0  r e p l i c a t i o n  i n  a d d i t i o n  t o  T - a g  e x p r e s s i o n  
i n  B - l y m p h o c y t e s  w o u l d  p r o v i d e  c o n v i n c i n g  e v i d e n c e  t h a t  S V 4 0  i n f e c t s  t h i s  c e l l  t y p e  a n d  
t h e  p o t e n t  o n c o g e n i c i t y  o f  t h e  v i r u s  m a y  a c c o u n t  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  c e r t a i n  t y p e s  o f  
l y m p h o m a  i n  h u m a n s .  
E v i d e n c e  o f  S V 4 0  h a s  b e e n  f o u n d  i n  a n  a r r a y  o f  h u m a n  t u m o u r s ,  w h i c h  c o r r e s p o n d  t o  t h e  
t y p e s  o f  t u m o u r  i n d u c e d  i n  l a b o r a t o r y  a n i m a l  m o d e l s .  T h e  d e t e c t i o n  o f  m a i n t a i n e d  S V 4 0  
D N A  s e q u e n c e s  a n d  T - a g  p r o t e i n  i n  v i t r o  a n d  i n  o t h e r  s t u d i e s  i n v e s t i g a t i n g  h u m a n  
t u m o u r s  f o r m s  t h e  b a s i s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  S V 4 0  w i t h  h u m a n  c a n c e r .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  
r e c o v e r y  o f  i n f e c t i o u s  S V 4 0  f r o m  a  b r a i n  t u m o u r  a d d s  w e i g h t  t o  t h e  a r g u m e n t  ( L e d n i c k y  
e t  a l ,  1 9 9 5 3 ) .  D N A  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  S V 4 0  v i r u s  d e t e c t e d  i n  h u m a n  t u m o u r s  r e v e a l  
t h a t  t h e s e  v i r u s e s  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  f o u n d  i n  n a t u r a l  p r i m a t e  i n f e c t i o n s ,  b e i n g  m o s t l y  o f  
t h e  s i m p l e  r e g u l a t o r y  r e g i o n  t y p e  ( - 1 E  v i r u s ) ,  d i f f e r i n g  f r o m  t h e  - 2 E  l a b o r a t o r y - a d a p t e d  
v i r u s  s t r a i n s .  T h e  m o u n t i n g  b o d y  o f  e v i d e n c e  s u p p o r t i n g  t h e  o n c o g e n i c  r o l e  o f  S V 4 0  i n  
h u m a n  t u m o u r s  i s  b u i l d i n g .  
T h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  S V 4 0 ,  a  m o n k e y  v i r u s ,  i n  h u m a n  t u m o u r s  i s  s t i l l  m e t  w i t h  s o m e  
s c e p t i c i s m  ( B u t e l ,  2 0 0 0 ) .  D e s p i t e  a l l  t h e  d a t a  i n  s u p p o r t  o f  a  r o l e  f o r  S V 4 0  i n  h u m a n  
c a n c e r ,  s o m e  r e s e a r c h e r s  r e m a i n  u n c o n v i n c e d .  U n c e r t a i n t y  h a s  a r i s e n  f r o m  t h e  l a c k  o f  
s t a n d a r d i s a t i o n  a n d  r e p r o d u c i b i l i t y  i n  S V 4 0  d e t e c t i o n  m e t h o d s  a m o n g  v a r i o u s  r e s e a r c h  
l a b o r a t o r i e s .  I n  p a s t  s t u d i e s  i n v o l v i n g  n u c l e i c - a c i d  a m p l i f i c a t i o n - b a s e d  a p p r o a c h e s ,  
t e c h n i c a l  i s s u e s  s u c h  a s  c h o i c e  o f  D N A  e x t r a c t i o n  m e t h o d ,  P C R  p r i m e r s  a n d  t h e  n u m b e r  
o f  P C R  c y c l e s  w e r e  p r o b l e m a t i c  i n  S V 4 0  d e t e c t i o n  i n  t u m o u r  s a m p l e s .  T h i s  i s  i n  p a r t  d u e  
t o  f i x a t i o n  m e t h o d s  o f  a r c h i v a l  s a m p l e s .  D N A  i n  f o r m a l i n - f i x e d  t i s s u e s  c a n  b e  d a m a g e d  
a n d  d i f f i c u l t  t o  r e c o v e r .  T h e  d e t e c t i o n  o f  S V 4 0  D N A  i n  t u m o u r  t i s s u e  m a y  r e q u i r e  4 0 - 6 0  
c y c l e s  o f  P C R ,  n e c e s s i t a t i n g  s e n s i t i v e  a n d  s p e c i f i c  d e t e c t i o n  t e c h n i q u e s  t o  o b t a i n  a  t r u e  
p o s i t i v e  r e s u l t .  W h i l e  s o m e  S V 4 0  n e g a t i v e  r e p o r t s  c a n  b e  a t t r i b u t e d  t o  g e o g r a p h i c a l  a n d  
p o p u l a t i o n  f a c t o r s ,  o t h e r  n e g a t i v e  r e p o r t s  l i k e l y  r e s u l t  f r o m  t e c h n i c a l  l i m i t a t i o n s  i n  t h e  
l a b o r a t o r y .  O n e  p a r t i c u l a r  r e s e a r c h  t e a m ,  w h i c h  h a v e  c o n s i s t e n t l y  c h a l l e n g e d  t h e  
p r e s e n c e  o f  S V 4 0  i n  h u m a n  t u m o u r s  a n d  h a v e  r e p o r t e d  n e g a t i v e  f i n d i n g s  ( S t r i c k l e r  e t  a l ,  
2 0 0 1 ) ,  h a v e  s i n c e  a c k n o w l e d g e d  s e n s i t i v i t y  p r o b l e m s  t h a t  r a i s e  q u e s t i o n s  a b o u t  t h e s e  
n e g a t i v e  r e p o r t s  ( M a c L a c h l a n ,  2 0 0 2 ) .  A d d i t i o n a l  s t u d i e s  h a v e  r e p o r t e d  S V 4 0  n e g a t i v e  
r e s u l t s  u s i n g  l o w  s e n s i t i v i t y  P C R  ( r e v i e w e d  i n  C a r b o n e  e t  a l ,  2 0 0 3 ) .  N o w a d a y s ,  R Q - P C R  
a s s a y s  l i k e  t h e  o n e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y ,  r e p r e s e n t  t h e  m o s t  s e n s i t i v e  m e t h o d  f o r  d e t e c t i o n  o f  
l o w  n u m b e r s  o f  S V 4 0  v i r u s  i n  h u m a n  s a m p l e s .  
T h e  p o t e n t i a l  f o r  t h e  o c c u r r e n c e  o f  l a b o r a t o r y  c o n t a m i n a t i o n  o f  h u m a n  s a m p l e s  w i t h  
S V 4 0  s e q u e n c e s  a d d s  t o  t h e  c o n t r o v e r s i a l  a s s o c i a t i o n  o f  S V 4 0  w i t h  h u m a n  c a n c e r s .  T h e  
w i d e s p r e a d  u s e  o f  S V 4 0  s e q u e n c e s  i n  c l o n i n g  v e c t o r s  h a s  b e e n  c i t e d  a s  a  s o u r c e  o f  
c o n t a m i n a t i o n  b y  s o m e  r e s e a r c h e r s ,  a n d  m a y  a c c o u n t  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  S V 4 0  s e q u e n c e s  
i n  s o m e  t u m o u r s .  H o w e v e r ,  i t  s h o u l d  b e  p o i n t e d  o u t  t h a t  i n  r e c e n t  y e a r s  r i g o r o u s  
p r e c a u t i o n s  h a v e  b e e n  t a k e n  i n  m o s t  s t u d i e s  t o  g u a r d  a g a i n s t  S V 4 0  l a b o r a t o r y  
c o n t a m i n a t i o n  ( M a r t i n i  e t  a l ,  2 0 0 7 ) .  T h e  c o n c e r n  a b o u t  S V 4 0  c o n t a m i n a t i o n  h a s  a l s o  
b e e n  r e d u c e d  b y  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  R Q - P C R  s y s t e m s  w h e r e  a m p l i f i c a t i o n  a n d  d e t e c t i o n  
o f  P C R  p r o d u c t s  o c c u r  i n  a  ' c l o s e d '  a u t o m a t e d  p l a t f o r m ,  w i t h o u t  t h e  n e e d  f o r  p o s t - P C R  
m a n i p u l a t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  a s s a y s  t o  d e t e c t  v i r a l  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  h u m a n  t i s s u e  
e l i m i n a t e  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  f a l s e  p o s i t i v e  P C R  r e s u l t s .  M o r e  r e c e n t  s t u d i e s  u s e  t w o  
d e t e c t i o n  m e t h o d s  f o r  e v i d e n c e  o f  S V 4 0 :  a  P C R - b a s e d  m e t h o d  a n d  i r n r n u n o h i s t o c h e m i c a l  
s t a i n i n g  f o r  T - a g .  T h e  a g r e e m e n t  o f  t w o  i n d e p e n d e n t  d e t e c t i o n  m e t h o d s  t h u s  a l m o s t  
g u a r a n t e e s  a g a i n s t  l a b o r a t o r y  c o n t a m i n a t i o n  b e i n g  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  S V 4 0  
( V i l c h e z  e t  a l ,  2 0 0 5 ) .  
B e y o n d  t h e  d e b a t e  o f  S V 4 0  b e i n g  a s s o c i a t e d  w i t h  h u m a n  t u r n o u r s ,  t h e r e  i s  a l s o  
s p e c u l a t i o n  t h a t  S V 4 0  m a y  a c t  o n l y  a s  a  ' p a s s e n g e r '  v i r u s ,  r a t h e r  t h a n  e x e r t i n g  a n  
o n c o g e n i c  i n f l u e n c e  i n  t h e  h u m a n  h o s t .  I n  t h i s  c a s e ,  t h e  t u m o u r  t i s s u e  p r o v i d e s  a  
f a v o u r a b l e  e n v i r o n m e n t  f o r  S V 4 0  v i r a l  r e s i d e n c e  o r  r e p l i c a t i o n  ( B u t e l  a n d  L e d n i c k y ,  
2 0 0 0 ) .  H o w e v e r ,  i f  S V 4 0  a c t e d  a s  a  b y s t a n d e r ,  i t  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t h a t  t u m o u r  
a p p e a r a n c e  w o u l d  p r e c e d e  v i r u s  i n f e c t i o n ,  w i t h  e a r l y - s t a g e  t u m o u r s  b e i n g  v i r u s  n e g a t i v e  
a n d  S V 4 0  o n l y  b e i n g  d e t e c t e d  i n  m o r e  a d v a n c e d  t u r n o u r s .  I n  t h i s  r e s p e c t ,  i t  i s  s i g n i f i c a n t  
t h a t  S V 4 0  s e q u e n c e s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  b o t h  p r e - c a n c e r o u s  a n d  t u m o u r  c e l l s  i n  
m e s o t h e l i o m a ,  i n d i c a t i n g  v i r a l  p r e s e n c e  i n  t h e  e a r l i e s t  r e c o g n i s a b l e  t u r n o u r  s t a g e  
( S h i v a p u r k a r  e t  a l ,  1 9 9 9 ) .  
A n o t h e r  p o i n t  i n  t h e  a r g u m e n t  o f  a s s o c i a t i o n  v e r s u s  c a u s a t i o n  i s  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  
S V 4 0  D N A  o r  T - a g  i s  n o t  f o u n d  i n  e v e r y  c e l l  o f  a n  S V 4 0 - p o s i t i v e  t u m o u r .  T h i s  i s  i n  
c o n t r a s t  t o  o t h e r  v i r a l - c a n c e r  a s s o c i a t i o n s ,  s u c h  a s  H P V  a n d  c e r v i c a l  c a n c e r ,  a n d  E B V  
a n d  l y m p h o p r o l i f e r a t i v e - d i s o r d e r s  w h e r e  v i r a l  g e n o m e s  a r e  w i d e s p r e a d  i n  t h e  t u m o u r  
( G a r c e a  a n d  I r n p e r i a l e ,  2 0 0 3 ) .  T h e  a b s e n c e  o f  S V 4 0  i n  a l l  a s s o c i a t e d  c a n c e r  c e l l s  m a y  
r e s u l t  f r o m  t h e  p r o p o s e d  t h e o r y  t h a t  S V 4 0  m a y  o p e r a t e  u s i n g  a  ' h i t  a n d  r u n '  m e c h a n i s m .  
W h i l e  i t  i s  k n o w n  t h a t  m a n y  o n c o g e n i c  v i r u s e s  p l a y  a n  e s s e n t i a l  r o l e  i n  b o t h  t h e  e a r l y  
i n i t i a t i o n  a n d  s u b s e q u e n t  p r o g r e s s i o n  o f  c a n c e r ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t u r n o u r  c e l l s  l a c k i n g  
S V 4 0  T - a g  h a v e  a l r e a d y  e x p e r i e n c e d  a  ' h i t  a n d  r u n '  i n f e c t i o n  a n d  h a v e  t h e r e b y  l o s t  t h e  
v i r a l  g e n o m e .  S u b s e q u e n t  t u m o u r  p r o g r e s s i o n  a n d  a c c u m u l a t i o n  o r  m u t a t i o n s  i n  t h e  c e l l  
m a y  a l l o w  f u n c t i o n a l  T - a g  t o  b e c o m e  d i s p e n s a b l e  o n c e  i t  h a s  f u l f i l l e d  i t s  r o l e  i n  i n i t i a t i n g  
t h e  c a n c e r o u s  p r o c e s s .  T h i s  m e c h a n i s m  h a s  b e e n  p r o p o s e d  i n  r e l a t i o n  t o  S V 4 0 - a s s o c i a t e d  
l y m p h o m a  d e v e l o p m e n t  b a s e d  o n  t h e  f i n d i n g  o f  h i g h e r  S V 4 0  p r e v a l e n c e  i n  r e a c t i v e  
l y m p h a d e n o p t h i e s  t h a n  i n  o v e r t  l y m p h o m a ,  s u p p o r t i n g  a  r o l e  f o r  t h e  v i r u s  i n  t h e  e a r l y  
p h a s e s  o f  l y m p h o m a g e n e s i s  ( M a r t i n i  e t  a l ,  1 9 9 8 ) .  
A n o t h e r  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  a b s e n c e  o f  S V 4 0  i n  s o m e  c e l l s  o f  a  t u m o u r  i s  t h a t  
v i r a l  s e q u e n c e s  a n d  v i r a l  g e n e  e x p r e s s i o n  m a y  o n l y  b e  m a i n t a i n e d  i n  a  s m a l l  f r a c t i o n  o f  
c a n c e r  c e l l s ,  w h i c h  s e c r e t e  f a c t o r s  t h a t  p r o m o t e  a b n o r m a l  p r o l i f e r a t i o n  o f  s u r r o u n d i n g  
u n i n f e c t e d  c e l l s  ( J a v i e r  a n d  B u t e l ,  2 0 0 8 ) .  I t  h a s  b e e n  s h o w n  i n  h u m a n  m e s o t h e l i a l  c e l l s  
t h a t  S V 4 0  a c t i v a t e s  a n  a u t o c r i n e l p a r a c r i n e  l o o p ,  i n v o l v i n g  h e p a t o c y t e  g r o w t h  f a c t o r  
( H G F )  a n d  v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  g r o w t h  f a c t o r  ( V E G F )  a n d  t h e i r  c e l l u l a r  r e c e p t o r s .  T h e s e  
g r o w t h  f a c t o r s ,  H G F  a n d  V E G F ,  a r e  r e l e a s e d  f r o m  S V 4 0 - p o s i t i v e  h u m a n  c e l l s  a n d  t h e y  
b i n d  t o  t h e i r  r e c e p t o r s  i n  n e i g h b o u r i n g  a n d  d i s t a n t  S V 4 0  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  c e l l s ,  
d r i v i n g  t h e m  i n t o  p r o l i f e r a t i o n  a n d  t u r n o u r i g e n e s i s  ( M a r t i n i  e t  a l ,  2 0 0 7 ) .  T h i s  m e c h a n i s m  
o f  S V 4 0 - i n d u c e d  t u m o u r i g e n e s i s  i n  h u m a n  c e l l s  m a y  e x p l a i n  w h y  S V 4 0  T - a g  i s  a b l e  t o  
d i r e c t  S V 4 0 - n e g a t i v e  c e l l s  t o w a r d  m a l i g n a n t  t r a n s f o r m a t i o n ,  t h e r e b y  e x p l a i n i n g  t h e  
a b s e n c e  o f  S V 4 0  T - a g  i n  s o m e  c a n c e r  c e l l s .  
I n  l i g h t  o f  s u c h  c o n t r o v e r s y ,  t h e  r o l e  o f  S V 4 0  i n  h u m a n  i n f e c t i o n  a n d  c a n c e r  s u c h  a s  
l y m p h o m a s  m a y  o n l y  b e  e s t a b l i s h e d  b y  t h e  p r o v i s i o n  o f  m o r e  c o m p e l l i n g  e v i d e n c e .  
F i r s t l y ,  t h e  m e c h a n i s m  o f  t h e  v i r u s  i n  h o s t  c e l l  m a n i p u l a t i o n  a n d  i m m u n e  e v a s i o n  n e e d s  
t o  b e  e s t a b l i s h e d .  A  k e y  f e a t u r e  o f  t r a n s f o r m i n g  v i r u s e s  i s  t h a t  t h e y  a r e  a b l e  t o  i n f e c t ,  b u t  
n o t  k i l l ,  t h e i r  h o s t  c e l l .  T o  e n s u r e  s u r v i v a l  o f  b o t h  t h e  v i r u s  a n d  h o s t  c e l l ,  v i r a l  a g e n t s  
m u s t  e v o l v e  c l e v e r  m e t h o d s  o f  r e p r o g r a m m i n g  h o s t  c e l l u l a r  s i g n a l l i n g  p a t h w a y s  s o  t h a t  
b o t h  c a n  c o - e x i s t .  I n  t h e i r  m a n i p u l a t i o n  o f  h o s t  c e l l u l a r  p r o c e s s e s ,  a  c o m m o n  t h e m e  i s  f o r  
v i r u s e s  t o  e n c o d e  p r o t e i n s  t h a t  i n t e r f e r e  w i t h  i m p o r t a n t  b i o l o g i c a l  p r o c e s s e s  s u c h  a s  
c o n t r o l  o f  c e l l  c y c l e ,  d i f f e r e n t i a t i o n ,  c e l l  d e a t h ,  g e n o m i c  i n t e g r i t y ,  a n d  h o s t  m e c h a n i s m s  
f o r  r e c o g n i t i o n  o f  i n f e c t i o u s  a g e n t s .  A s  r e g u l a t o r y  m e d i a t o r s ,  t h e s e  p r o t e i n s  c o n t r i b u t e  t o  
t h e  o n c o g e n i c  c a p a c i t y  o f  t h e  v i r u s .  
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  w e l l - c h a r a c t e r i s e d  o n c o g e n i c  T - a g  p r o t e i n ,  S V 4 0  e n c o d e s  a  m i c r o R N A .  
A l t h o u g h  t h e  s t u d y  o f  v i r a l  m i c r o R N A s  i s  s t i l l  i n  i t s  i n f a n c y ,  t h e i r  r o l e  i n  i m m u n e  e v a s i o n  
a n d  o n c o g e n e s i s  i s  f i r m l y  e s t a b l i s h e d  ( S w a m i n a t h a n ,  2 0 0 8 ) .  O v e r  1 2 0  d i f f e r e n t  v i r a l  
m i R N A s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d ,  i n  p a r t i c u l a r  i n  t h e  h e r p e s v i r u s  f a m i l y  ( S u l l i v a n ,  2 0 0 8 ) .  
T w o  o n c o g e n i c  h e r p e s v i r u s e s ,  E B V  a n d  K S H V ,  w h i c h  i n f e c t  a n d  p e r s i s t  i n  B -  
l y m p h o c y t e s  i n  a  m a n n e r  s i m i l a r  t o  t h a t  p r o p o s e d  f o r  S V 4 0 ,  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  e n c o d e  
a b u n d a n t  a m o u n t s  o f  e v o l u t i o n a r y  c o n s e r v e d  n o n - c o d i n g  R N A ,  s u g g e s t i n g  a n  e s s e n t i a l  
r o l e  i n  t h e  b i o l o g y  o f  t h i s ,  a n d  p o s s i b l y  o t h e r ,  v i r u s  f a m i l i e s  ( S w a m i n a t h a n ,  2 0 0 8 ) .  V i r a l  
m i R N A s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  m o d u l a t e  c e l l u l a r  g e n e  e x p r e s s i o n ,  v i r a l  p e r s i s t e n c e ,  v i r a l  
r e p l i c a t i o n ,  a n d  s u r v i v a l  o f  i n f e c t e d  c e l l s .  A d d i t i o n a l  i n v e s t i g a t i o n s  o n  t h e  i n f l u e n c e  o f  
S V 4 0  m i R N A  i n  h o s t  c e l l s  d u r i n g  i n f e c t i o n  m a y  u n c o v e r  s i m i l a r  m e c h a n i s m s  a s  t h o s e  
s e e n  i n  o t h e r  o n c o g e n i c  v i r u s e s ,  p r o v i d i n g  c l u e s  t o  S V 4 0  p a t h o g e n e s i s .  
I n  f u t u r e  l y m p h o m a  s t u d i e s ,  l e s s o n s  c o u l d  b e  l e a r n e d  f r o m  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  S V 4 0  w i t h  
m e s o t h e l i o m a ,  w h i c h  h a s  b e e n  s t u d i e d  e x t e n s i v e l y  i n  v i t r o .  I t  h a s  b e e n  w i d e l y  a c c e p t e d  
t h a t  a  s t r o n g  l i n k  e x i s t s  b e t w e e n  S V 4 0  a n d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  m a l i g n a n t  m e s o t h e l i o m a ,  
d u e  i n  l a r g e  p a r t  t o  t h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  a  u n i q u e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  t h i s  c e l l  t y p e  t o  S V 4 0  
a n d  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  i n  v i t r o  t r a n s f o r m a t i o n  ( B o c c h e t t a  e t  a l ,  2 0 0 0 ) .  T h i s  S V 4 0 -  
m e d i a t e d  t r a n s f o r m a t i o n  o f  m e s o t h e l i a l  c e l l s  h a s  s h o w n  t o  b e  e n h a n c e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  
a s b e s t o s ,  w i t h  S V 4 0  a n d  a s b e s t o s  a c t i n g  a s  c o - c a r c i n o g e n s  i n  v i t r o  ( B o c c h e t t a  e t  a l ,  
2 0 0 0 ) .  I n d e e d ,  t h e  f u n d a m e n t a l  c o n c e p t  o f  t u m o u r  v i r o l o g y  i s  t h a t  v i r u s e s  g e n e r a l l y  a c t  
a s  i n i t i a t i n g  o r  p r o m o t i n g  f a c t o r s  o f  t h e  c a r c i n o g e n i c  p r o c e s s ,  r a t h e r  t h a n  b e i n g  c o m p l e t e  
c a r c i n o g e n s .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  p r i n c i p l e  t h a t  c a n c e r  d e v e l o p m e n t  o c c u r s  n o t  b y  
a  s i n g l e  e v e n t  b u t  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  c o - o p e r a t i n g  e v e n t s  ( J a v i e r  a n d  B u t e l ,  2 0 0 8 ) .  
F u r t h e r  i n  v i t r o  s t u d i e s  w i t h  l y m p h o c y t e s  c o u l d  l e a d  t o  s i m i l a r  i n s i g h t s  i n  e v a l u a t i n g  
l y m p h o c y t e  s u s c e p t i b i l i t y  a n d  m e c h a n i s m  o f  t r a n s f o r m a t i o n  b y  S V 4 0 .  
I n  l y m p h o m a s ,  c h r o m o s o m a l  t r a n s l o c a t i o n s  a r e  t h e  m o s t  f r e q u e n t l y  r e c o g n i s e d  o n c o g e n i c  
e v e n t s  ( M a r t i n i  e t  a l ,  1 9 9 8 ) .  A  p o s s i b i l i t y  t o  b e  c o n s i d e r e d  i s  t h a t  S V 4 0  m a y  c o - o p e r a t e  
w i t h  s u c h  a l t e r a t i o n s  t h r o u g h  T - a g  a b i l i t y  t o  b i n d  a n d  i n a c t i v a t e  t h e  t u m o u r  s u p p r e s s o r s  
p 5 3  a n d  p R b .  I n  t h e  E B V  a s s o c i a t i o n  w i t h  B u r k i t t ' s  l y m p h o m a ,  a  c o n s i s t e n t  f e a t u r e  o f  
t h i s  l y m p h o m a  t y p e  i s  t h e  c - m y c  c h r o m o s o m a l  t r a n s l o c a t i o n ,  w h e r e b y  t h e  p r o t o - o n c o g e n e  
c - m y c  i s  p l a c e d  u n d e r  t h e  c o n t r o l  o f  t h e  i m m u n o g l o b u l i n  l o c i .  T h e  o u t c o m e  o f  t h i s  
t r a n s l o c a t i o n  i s  t h a t  c - m y c  b e c o m e s  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v a t e d  i n  m a t u r e  B  c e l l s  a n d  t h e  c -  
m y c  p r o t e i n  c a n  a c c u m u l a t e  ( T h o r l e y - L a w s o n  a n d  A l l d a y ,  2 0 0 8 ) .  T h e  c - m y c  g e n e  
p r o d u c t  i s  a  D N A - b i n d i n g  n u c l e a r  p h o s p h o p r o t e i n  i n v o l v e d  i n  t h e  c o n t r o l  o f  c e l l  g r o w t h  
a n d  p r o l i f e r a t i o n  ( V i l c h e z  a n d  B u t e l ,  2 0 0 3 a ) .  T h e  n e t  e f f e c t  o f  c - m y c  a c t i v a t i o n  i s  c e l l  
g r o w t h ,  u n c o n t r o l l e d  p r o l i f e r a t i o n  a n d  d e c r e a s e d  g e n o m i c  s t a b i l i t y  ( T h o r l e y - L a w s o n  a n d  
A l l d a y ,  2 0 0 8 ) .  I n  n o r m a l  c e l l s ,  t h e  p o t e n t  p r o l i f e r a t i v e  a c t i v i t y  o f  c - m y c  i s  c o n t r o l l e d  b y ,  
a m o n g  o t h e r s ,  t h e  a c t i o n  o f  t h e  t u m o u r  s u p p r e s s o r  p r o t e i n  p 5 3 ,  o f t e n  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  
' g u a r d i a n  o f  t h e  g e n o m e ' .  I n  t h e  e v e n t  o f  D N A  d a m a g e  o r  u n c o n t r o l l e d  p r o l i f e r a t i o n ,  p 5 3  
a c t s  b y  h a l t i n g  t h e  c e l l  c y c l e  f o r  D N A  r e p a i r  o r  b y  d i r e c t i n g  t h e  d a m a g e d  c e l l  f o r  
a p o p t o s i s .  F o r  l y m p h o m a  o u t g r o w t h ,  a t  l e a s t  o n e  o f  t h e  a p o p t o t i c  p a t h w a y s  m u s t  b e  
s u p p r e s s e d  ( T h o r l e y - L a w s o n  a n d  A l l d a y ,  2 0 0 8 ) .  I n a c t i v a t i o n  o f  a n y  o n e  o f  s e v e r a l  c - m y c  
e f f e c t o r s ,  i n c l u d i n g  p 5 3 ,  c a n  a l l o w  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  i n i t i a t e  l y m p h o m a g e n e s i s .  I t  i s  
s p e c u l a t e d  t h a t  E B V  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  B u r k i t t ' s  l y m p h o m a  d e v e l o p m e n t  t h r o u g h  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  a n t i - a p o p t o t i c  p r o t e i n s ,  c o n t r i b u t i n g  t o  i n c r e a s e d  t u r n o u r i g e n i c i t y  ( T h o r l e y -  
L a w s o n  a n d  A l l d a y ,  2 0 0 8 ) .  A s  t r a n s l o c a t i o n s  i n v o l v i n g  c - m y c  a r e  c o m m o n  i n  
l y m p h o m a s ,  s i m i l a r  c o - c a r c i n o g e n i c  m e c h a n i s m s  c o u l d  b e  a t  p l a y  i n  S V 4 0 - m e d i a t e d  
l y m p h o m a g e n e s i s .  D a t a  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t ,  s i m i l a r  t o  E B V  a n d  B u r k i t t ' s  l y m p h o m a ,  c -  
m y c  o v e r - e x p r e s s i o n  m a y  f a c i l i t a t e  t h e  r e p l i c a t i o n  o f  S V 4 0  i n  h u m a n  l y m p h o m a  c e l l  
l i n e s ,  w i t h  t h e  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  c o - t r a n s f e c t i o n  o f  B J A B  c e l l s  w i t h  a  c - m y c  c o n s t r u c t  
i n c r e a s e s  S V 4 0  r e p l i c a t i o n  t e n - f o l d  ( C l a s s o n  e t  a l ,  1 9 8 7 ;  C l a s s o n  e t  a l ,  1 9 9 0 ) .  T h e  
c o m b i n e d  e f f e c t  o f  c - m y c - i n d u c e d  p r o l i f e r a t i o n  w i t h  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  p 5 3  t u m o w  
s u p p r e s s o r  c h e c k p o i n t  f o l l o w i n g  S V 4 0  T - a g  b i n d i n g  m a y  t h u s  r e s u l t  i n  u n c o n t r o l l e d  c e l l  
g r o w t h  a n d  s u b s e q u e n t  l y m p h o m a  d e v e l o p m e n t .  
I t  i s  n o t a b l e  t h a t  t h e  t u m o u r  s u p p r e s s o r  p r o t e i n s  p 5 3  a n d  p R b  a r e  c o m m o n l y  l o s t  o r  
m u t a t e d  i n  h u m a n  t u m o u r s .  T h e  m a j o r  m e c h a n i s m  o f  S V 4 0  c e l l  t r a n s f o r m a t i o n  i n  
b i n d i n g  o f  T - a g  t o  t u m o u r  s u p p r e s s o r s  i s  c o m p a t i b l e  w i t h  a  r o l e  f o r  S V 4 0  i n  
l y m p h o m a g e n e s i s  b e c a u s e  t h e  f u n t i o n a l  i n a c t i v a t i o n  o f  g e n e s  t h a t  m o n i t o r  g e n o m e  
i n t e g r i t y  i s  a  t r a i t  o f  l y m p h o m a s  ( V i l c h e z  a n d  B u t e l ,  2 0 0 3 a ) .  I n  p a r t i c u l a r ,  i t  h a s  b e e n  
s h o w n  t h a t  p a t i e n t s  w i t h  d i f f u s e  l a r g e  B  c e l l  l y m p h o m a  a s  w e l l  a s  f o l l i c u l a r  l y m p h o m a s ,  
t h e  t w o  t y p e s  o f  N H L  i n  w h i c h  S V 4 0  i s  m o s t  f r e q u e n t l y  f o u n d ,  o f t e n  h a v e  d e t e c t a b l e  p 5 3  
a l t e r a t i o n s .  S V 4 0  i s  n o t  a l o n e  i n  t a r g e t i n g  p 5 3  a n d  p R b .  S e v e r a l  D N A  v i r u s e s  e n c o d e  
u n i q u e  o n c o p r o t e i n s  t h a t  t a r g e t  p R b  a n d  p 5 3 ,  e m p h a s i s i n g  t h e  c e n t r a l  p o w e r  t h e s e  t w o  
p r o t e i n s  e x e r t  o v e r  c e l l  c y c l e  c o n t r o l .  S V 4 0  T - a g  i s  t h e  o n l y  v i r a l  o n c o p r o t e i n  w i t h  t h e  
a b i l i t y  t o  i n t e r a c t  w i t h  b o t h  p 5 3  a n d  p R b  f a m i l y  m e m b e r s ,  u n d e r l i n i n g  i t s  p o t e n c y  a n d  
p o w e r  a s  a  m u l t i f u n c t i o n a l  t r a n s f o r m i n g  p r o t e i n .  C o m p l e x - f o r m a t i o n  o f  p 5 3  a n d  p R b  
w i t h  T - a g  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  S V 4 0 - p o s i t i v e  b r a i n  t u m o u r s  a n d  m e s o t h e l i o m a s .  
S i m i l a r l y ,  t h e  c o - i n c i d e n t  d e t e c t i o n  o f  S V 4 0  T - a g  a n d  p 5 3  a l t e r a t i o n s  i n  l y m p h o m a  w o u l d  
b e  i n f o r m a t i v e  ( M a l k i n ,  2 0 0 2 ) .  E v i d e n c e  o f  t h e s e  i n t e r a c t i o n s ,  b o t h  i n  S V 4 0  i m m u n e  
e v a s i o n  a n d  a l t e r a t i o n  o f  t u r n o u r  s u p p r e s s o r s  i n  l y m p h o m a ,  c o u l d  b e  s i g n i f i c a n t  i n  
u n l o c k i n g  t h e  c o m p l e x  c a u s a t i o n  o f  t h i s  g r o u p  o f  d i s e a s e s  a n d  p u r s u i n g  p o s s i b l e  n o v e l  
t r e a t m e n t  o p t i o n s ,  w i t h  t h e  p r o s p e c t  o f  T - a g  e x p r e s s i o n  b y  m a l i g n a n t  c e l l s  b e i n g  
e x p l o i t e d  f o r  i m r n u n o t h e r a p y  ( C a r b o n e  e t  a l ,  1 9 9 7 ) .  
T h e  c u r r e n t  b o d y  o f  e v i d e n c e  i s  i n a d e q u a t e  t o  a c c e p t  o r  r e j e c t  a  c a u s a l  r e l a t i o n  b e t w e e n  
S V 4 0  a n d  c a n c e r .  I n  2 0 0 2  t h e  I n s t i t u t e  o f  M e d i c i n e  o u t l i n e d  t h a t  w h i l s t  t h e  b o d y  o f  
e v i d e n c e  t h a t  S V 4 0  e x p o s u r e  c o u l d  l e a d  t o  c a n c e r  i n  h u m a n s  u n d e r  n a t u r a l  c o n d i t i o n s  i s  
o f  m o d e r a t e  s t r e n g t h ,  t h e  e v i d e n c e  t h a t  S V 4 0  i s  i n d e e d  a  t r a n s f o r m i n g  v i r u s  i s  s t r o n g  
( S t r a t t o n  e t  a l ,  2 0 0 2 ) .  T h e  f i n d i n g  o f  s u c h  a  p o t e n t  t r a n s f o r m i n g  v i r u s  i n  h u m a n  t u m o u r s  
i s  h i g h l y  u n l i k e l y  t o  b e  p r e s e n t  m e r e l y  b y  c h a n c e ,  w i t h o u t  s o m e  a c t  o r  p a r t  t o  p l a y  i n  t h e  
c a n c e r  p r o c e s s .  T h i s  s t u d y  s u p p o r t s  a n d  a d d s  t o  t h e  t h e o r y  t h a t  S V 4 0  i s  i n v o l v e d  i n  
c a n c e r  d e v e l o p m e n t ,  i n  p a r t i c u l a r  i n  h u m a n  l y m p h o m a s .  T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  
d e m o n s t r a t e d  e x p r e s s i o n  o f  o f  t h e  v i r a l  o n c o p r o t e i n  T - a g  a n d  m a i n t e n a n c e  a n d  p o s s i b l e  
r e p l i c a t i o n  o f  S V 4 0  D N A  i n  B  c e l l s .  I n  a d d i t i o n ,  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  a c t i v a t i o n  w a s  
n o t e d  i n  B  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  w i l d - t y p e  v i r u s e s .  T h e  k i n e t i c s  o f  t h e s e  e v e n t s  w e r e  a l s o  
c o i n c i d e n t  w i t h  t h e  d o w n r e g u l a t i o n  o f  t h e  c o - s t i m u l a t i o n  m o l e c u l e  C D 8 0  f o l l o w i n g  
i n f e c t i o n  w i t h  a  m u t a n t  s t r a i n .  C o l l e c t i v e l y ,  t h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  h u m a n  B  c e l l  m a y  
b e  a  s u s c e p t i b l e  t o  a  s e m i - p e r m i s s i v e  o r  l a t e n t  t y p e  o f  i n f e c t i o n  c y c l e  b y  S V 4 0 .  T h e  T  
c e l l  l i n e  C E M  d i d  n o t  s h o w  a n y  e v i d e n c e  o f  S V 4 0  i n f e c t i o n  i n  t h a t  r e s u l t s  w e r e  s i m i l a r  
f o r  m o c k  a n d  i n f e c t e d  s a m p l e s  i n  e a c h  a s s a y .  T h e  B - l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e s  B J A B  a n d  
D G 7 5  a n d  t h e  T - l y m p h o c y t e  c e l l  l i n e ,  C E M ,  e x p r e s s  s i m i l a r  l e v e l s  o f  t h e  S V 4 0  r e c e p t o r  
M H C  c l a s s  I ,  i n d i c a t i n g  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e s e  c e l l  t y p e s  a r e  a t  a  p o s t - b i n d i n g  a n d  
e n t r y  s t e p .  F u t u r e  w o r k  u s i n g  a d d i t i o n a l  T  c e l l  l i n e s  o r  p r i m a r y  h u m a n  T  c e l l s  m i g h t  
r e v e a l  a  t r o p i s m  f o r  S V 4 0  t o  s p e c i f i c  l y m p h o c y t e  s u b s e t s .  
T h e s e  d a t a  s u p p o r t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  S V 4 0  c a n  e s t a b l i s h  l o w - l e v e l  p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n  i n  
s o m e  t y p e s  o f  h u m a n  l y m p h o c y t e s ,  a n d  t h e r e f o r e  c o n t r i b u t e  t o  h u m a n  d i s e a s e ,  b o t h  i n  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  B  c e l l  l y m p h o m a s  a n d  i n  t r a n s p o r t  o f  t h e  v i r u s  t o  o t h e r  o r g a n s  i n  t h e  
b o d y .  I n  t h e  n e a r  f u t u r e ,  s t u d i e s  e m p l o y i n g  a n  a p p r o a c h  w i t h  s i m i l a r  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  
a n d  s e n s i t i v e  d e t e c t i o n  m e t h o d s  i n  i n v e s t i g a t i o n  o f  S V 4 0  i n t e r a c t i o n  w i t h  p r i m a r y  h u m a n  
l y m p h o c y t e s  m a y  p r o v i d e  v a l u a b l e  i n s i g h t s  i n t o  S V 4 0  l y m p h o m a g e n e s i s  i n  h u m a n s .  
5 . 0  B i b l i o g r a p h y  
A h u j a  D ,  S z i e n z - R o b l e s  M T ,  P i p a s  J M .  S V 4 0  l a r g e  T  a n t i g e n  t a r g e t s  m u l t i p l e  c e l l u l a r  
p a t h w a y s  t o  e l i c i t  c e l l u l a r  t r a n s f o r m a t i o n .  O n c o g e n e  2 0 0 5 ;  2 4 :  7 7 2 9 - 4 5  
A l l a n d e r  T ,  A n d r e a s s o n  K ,  G u p t a  S  e t  a l .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  a  t h i r d  h u m a n  p o l y o m a v i r u s .  
J  V i r o l 2 0 0 7 ;  8 1 :  4 1 3 0 - 6  
A m a r a  K ,  T r i m e c h e  M ,  Z i a d i  S  e t  a l .  P r e s e n c e  o f  s i m i a n  v i r u s  4 0  D N A  s e q u e n c e s  i n  
d i f f u s e  l a r g e  B - c e l l  l y m p h o m a s  i n  T u n i s i a  c o r r e l a t e s  w i t h  a b e r r a n t  p r o m o t e r  
h y p e r m e t h y l a t i o n  o f  m u l t i p l e  t u m o r  s u p p r e s s o r  g e n e s .  I n t  J  C a n c e r  2 0 0 7 ;  1 2 1 :  2 6 9 3 - 7 0 2  
A n d e r s o n  H A ,  C h e n  Y ,  N o r k i n  L C .  B o u n d  s i m i a n  v i r u s  4 0  t r a n s l o c a t e s  t o  c a v e o l i n -  
e n r i c h e d  m e m b r a n e  d o m a i n s ,  a n d  i t s  e n t r y  i s  i n h i b i t e d  b y  d r u g s  t h a t  s e l e c t i v e l y  d i s r u p t  
c a v e o l a e .  M o l  B i o l  C e l l  1 9 9 6 ;  7 :  1 8 2 5 - 3 4  
A p p l i e d  B i o s y s t e m s  -  R e a l - T i m e  V s .  T r a d i t i o n a l  P C R  
A v a i l a b l e  o n l i n e :  w w w . a p p l i e d b i o s y s t e m s . c o m / s u p p o r t / t u t o ~  
A r r i n g t o n  A S ,  M o o r e  M S ,  B u t e l  J S .  S V 4 0 - p o s i t i v e  b r a i n  t u m o r  i n  s c i e n t i s t  w i t h  r i s k  o f  
l a b o r a t o r y  e x p o s u r e  t o  t h e  v i r u s .  O n c o g e n e  2 0 0 4 ;  2 3 :  2 2 3  1 - 5  
A t w o o d  W J .  C e l l u l a r  R e c e p t o r s  f o r  t h e  P o l y o m a v i r u s e s .  I n  H u m a n  P o l y o m a v i r u s e s :  
M o l e c u l a r  a n d  C l i n i c a l  P e r s p e c t i v e .  K h a l i l i  K ,  S t o n e r  G L .  W i l e y - L i s s ,  N e w  Y o r k .  2 0 0 1  :  
p .  1 7 9 - 1 9 6  
B D  B i o s c i e n c e s  -  I n t r o d u c t i o n  t o  F l o w  C y t o m e t r y :  A  L e a r n i n g  G u i d e .  M a n u a l  P a r t  
N u m b e r :  1 1 - 1  1 0 3 2 - 0 1  A p r i l  2 0 0 0 .  B D  B i o s c i e n c e s ,  S a n  J o s e ,  C A  
A v a i l a b l e  o n l i n e :  h t t p : / / w w w . b c m . e d u / f l o w c y t o m e t r y / ? p m i d = 5 7 4 8  
B e n - B a s s a t  H ,  G o l d b l u m  N ,  M i t r a n i  S  e t  a l .  E s t a b l i s h m e n t  i n  c o n t i n u o u s  c u l t u r e  o f  a  n e w  
t y p e  o f  l y m p h o c y t e  f r o m  a  " B u r k i t t  l i k e "  m a l i g n a n t  l y m p h o m a  ( l i n e  D . G . - 7 5 ) .  I n t  J  
C a n c e r  1 9 7 7 ;  1 9 :  2 7 - 3 3  
B e r g e r  J R .  P r o g r e s s i v e  m u l t i f o c a l  l e u k o e n c e p h a l o p a t h y  i n  a c q u i r e d  i m m u n o d e f i c i e n c y  
s y n d r o m e :  e x p l a i n i n g  t h e  h i g h  i n c i d e n c e  a n d  d i s p r o p o r t i o n a t e  f r e q u e n c y  o f  t h e  i l l n e s s  
r e l a t i v e  t o  o t h e r  i m m u n o s u p p r e s s i v e  c o n d i t i o n s .  J  N e u r o v i r o l 2 0 0 3 ;  9 :  3  8 - 4  1  
B e r g s a g e l  D J ,  F i n e g o l d  M J ,  B u t e l  J S ,  K u p s k y  W J ,  G a r c e a  R L .  D N A  s e q u e n c e s  s i m i l a r  t o  
t h o s e  o f  s i m i a n  v i r u s  4 0  i n  e p e n d y m o m a s  a n d  c h o r o i d  p l e x u s  t u m o r s  o f  c h i l d h o o d .  N  
E n g l  J M e d  1 9 9 2 ;  3 2 6 :  9 8 8 - 9 3  
B o c c h e t t a  M ,  D i  R e s t a  I ,  P o w e r s  A  e t  a l .  H u m a n  m e s o t h e l i a l  c e l l s  a r e  u n u s u a l l y  
s u s c e p t i b l e  t o  s i m i a n  v i r u s  4 0 - m e d i a t e d  t r a n s f o r m a t i o n  a n d  a s b e s t o s  c o c a r c i n o g e n i c i t y .  
P r o c  N a t l  A c a d  S c i  U S  A  2 0 0 0 ;  9 7 :  1 0 2 1 4 - 9  
B o c h a r o v  G ,  L u d e w i g  B ,  B e r t o l e t t i  A  e t  a l .  U n d e r w h e l m i n g  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e :  e f f e c t  
o f  s l o w  v i r u s  g r o w t h  o n  C D 8 + - T - l y m p h o c y t e  r e s p o n s e s .  J  V i r o l 2 0 0 4 ;  7 8 :  2 2 4 7 - 5 4  
B r e a u  W C ,  A t w o o d  W J ,  N o r k i n  L C .  C l a s s  I  m a j o r  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  p r o t e i n s  a r e  a n  
e s s e n t i a l  c o m p o n e n t  o f  t h e  s i m i a n  v i r u s  4 0  r e c e p t o r .  J  V i r o l  1 9 9 2 ;  6 6 :  2 0 3 7 - 4 5  
B r u g g e  J S ,  B u t e l  J S .  
R o l e  o f  s i m i a n  v i r u s  4 0  g e n e  A  f u n c t i o n  i n  m a i n t e n a n c e  o f  
t r a n s f o r m a t i o n .  J  V i r o l  1 9 7 5 ;  1 5 :  6 1 9 - 3 5 .  
B u t e l  J S ,  J a f a r  S ,  W o n g  C  e t  a l .  E v i d e n c e  o f  S V 4 0  I n f e c t i o n s  i n  H o s p i t a l i z e d  C h i l d r e n .  
H u m  P a t h 0 1  1 9 9 9 ;  3 0 :  1 4 9 6 - 1  5 0 2  
B u t e l  J S ,  L e d n i c k y  J A .  C e l l  a n d  m o l e c u l a r  b i o l o g y  o f  s i m i a n  v i r u s  4 0 :  i m p l i c a t i o n s  f o r  
h u m a n  i n f e c t i o n s  a n d  d i s e a s e .  J  N a t l  C a n c e r  I n s t  1 9 9 9 ;  9 1 :  1  1 9 - 3 4  
B u t e l  J S ,  L e d n i c k y  J A .  R e s p o n s e  t o  m o r e  a b o u t :  c e l l  a n d  m o l e c u l a r  b i o l o g y  o f  s i m i a n  
v i r u s  4 0 :  i m p l i c a t i o n s  f o r  h u m a n  i n f e c t i o n s  a n d  d i s e a s e .  J  N a t l  C a n c e r  I n s t  2 0 0 0 ;  9 2 :  
4 9 6 - 7  
B u t e l  J S .  
V i r a l  c a r c i n o g e n e s i s :  r e v e l a t i o n  o f  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  a n d  e t i o l o g y  o f  
h u m a n  d i s e a s e .  C a r c i n o g e n e s i s  2 0 0 0 ;  2 1 :  4 0 5 - 2 6  
B u t e l ,  J . S .  S V 4 0 ,  h u m a n  i n f e c t i o n s ,  a n d  c a n c e r :  e m e r g i n g  c o n c e p t s  a n d  c a u s a l i t y  
c o n s i d e r a t i o n s .  I n :  K h a l i l i ,  K .  a n d  J e a n g ,  K . T .  ( e d . ) ,  V i r a l  O n c o l o g y :  B a s i c  S c i e n c e  a n d  
C l i n i c a l  A p p l i c a t i o n s ,  W i l e y - B l a c k w e l l ,  2 0 0 9 .  
C a p e l l o  D ,  C e r r i  M ,  M u t i  G  e t  a l .  
M o l e c u l a r  h i s t o g e n e s i s  o f  p o s t t r a n s p l a n t a t i o n  
l y m p h o p r o l i f e r a t i v e  d i s o r d e r s .  B l o o d  2 0 0 3 ;  1 0 2 :  3  7 7 5 - 8 5  
C a r b o n e  M ,  P a s s  H I ,  M i e l e  L ,  B o c c h e t t a  M .  N e w  d e v e l o p m e n t s  a b o u t  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  
S V 4 0  w i t h  h u m a n  m e s o t h e l i o m a .  O n c o g e n e  2 0 0 3 ;  2 2 :  5 1 7 3 - 8 0  
C a r b o n e  M ,  P a s s  H I ,  R i z z o  P  e t  a l .  S i m i a n  v i r u s  4 0 - l i k e  D N A  s e q u e n c e s  i n  h u m a n  
p l e u r a l  m e s o t h e l i o m a .  O n c o g e n e  1 9 9 4 ;  9 :  1  7 8  1 - 9 0  
C a r b o n e  M ,  R i z z o  P ,  P a s s  H I .  S i m i a n  v i r u s  4 0 ,  p o l i o v a c c i n e s  a n d  h u m a n  t u m o r s :  a  
r e v i e w  o f  r e c e n t  d e v e l o p m e n t s .  O n c o g e n e  1 9 9 7 ;  1 5 :  1 8 7 7 - 8 8  
C a r b o n e  M ,  R i z z o  P ,  P r o c o p i o  A  e t  a l .  
S V 4 0 - l i k e  s e q u e n c e s  i n  h u m a n  b o n e  t u m o r s .  
O n c o g e n e  1 9 9 6 ;  1 3 :  5 2 7 - 3 5  
C h a u d h r y  A ,  D a s  S R ,  H u s s a i n  A  e t  a l .  T h e  N e f  p r o t e i n  o f  H N - 1  i n d u c e s  l o s s  o f  c e l l  
s u r f a c e  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  C D 8 0  a n d  C D 8 6  i n  A P C s .  J  I m m u n o l 2 0 0 5 ;  1 7 5 :  4 5 6 6 -  
7 4  
C h e n  P M ,  Y e n  C C ,  Y a n g  M H  e t  a l .  H i g h  p r e v a l e n c e  o f  S V 4 0  i n f e c t i o n  i n  p a t i e n t s  w i t h  
n o d a l  n o n - H o d g k i n ' s  l y m p h o m a  b u t  n o t  a c u t e  l e u k e m i a  i n d e p e n d e n t  o f  c o n t a m i n a t e d  
p o l i o  v a c c i n e s  i n  T a i w a n .  C a n c e r  I n v e s t  2 0 0 6 ;  2 4 :  2 2 3 - 8  
C i c a l a  C ,  P o m p e t t i  F ,  C a r b o n e  M .  
S V 4 0  i n d u c e s  m e s o t h e l i o m a s  i n  h a m s t e r s .  A m  J  
P a t h 0 1  1 9 9 3 ;  1 4 2 :  1 5 2 4 - 3 3  
C i c a l a  C ,  P o m p e t t i  F ,  N g u y e n  P ,  D i x o n  K ,  L e v i n e  A S ,  C a r b o n e  M .  S V 4 0  s m a l l  t  d e l e t i o n  
m u t a n t s  p r e f e r e n t i a l l y  t r a n s f o r m  m o n o n u c l e a r  p h a g o c y t e s  a n d  B  l y m p h o c y t e s  i n  v i v o .  
V i r o l o g y  1 9 9 2 ;  1 9 0 :  4 7 5 - 9  
C l a s s o n  M ,  H e n r i k s s o n  M ,  K l e i n  G ,  S i i m e g i  J .  T h e  e f f e c t  o f  m y c  p r o t e i n s  o n  S V 4 0  
r e p l i c a t i o n  i n  h u m a n  l y m p h o i d  c e l l s .  O n c o g e n e  1 9 9 0 ;  5 :  1 3 7  1 - 6  
C l a s s o n  M ,  H e n r i k s s o n  M ,  S i i m e g i  J ,  K l e i n  G ,  H a r n m a r s k j G l d  M L .  E l e v a t e d  c - m y c  
e x p r e s s i o n  f a c i l i t a t e s  t h e  r e p l i c a t i o n  o f  S V 4 0  D N A  i n  h u m a n  l y m p h o m a  c e l l s .  
N a t u r e  
1 9 8 7 ;  3 3 0 :  2 7 2 - 4  
C l u s t a l  w  s o f t w a r e .  A v a i l a b l e  o n l i n e  a t :  h t t p : / / w w w . e b i . a c . u k  
C o e  J E ,  G r e e n  I .  B - c e l l  o r i g i n  o f  h a m s t e r  l y m p h o i d  t u m o r s  i n d u c e d  b y  s i m i a n  v i r u s  4 0 .  J  
N a t l  C a n c e r  I n s t  1 9 7 5 ;  5 4 :  2 6 9 - 7 0  
C o s c o y  L .  I m m u n e  e v a s i o n  b y  K a p o s i ' s  s a r c o m a - a s s o c i a t e d  h e r p e s v i r u s .  N u t  R e v  
I m m u n o l 2 0 0 7 ;  7 :  3 9 1 - 4 0 1  
C u l l e n  B R .  V i r u s e s  a n d  m i c r o R N A s .  N u t  G e n e t  2 0 0 6 ;  3 8 :  S 2 5 - 3 0  
C u t r o n e  R ,  L e d n i c k y  J ,  D u n n  G  e t  a l .  S o m e  o r a l  p o l i o v i r u s  v a c c i n e s  w e r e  c o n t a m i n a t e d  
w i t h  i n f e c t i o u s  S V 4 0  a f t e r  1 9 6 1 .  C a n c e r  R e s  2 0 0 5 ;  6 5 :  1 0 2 7 3 - 9  
D a i b a t a  M ,  N e m o t o  Y ,  T a k e m o t o  S ,  M i y o s h i  I ,  T a g u c h i  H .  E p s t e i n - B a r r  v i r u s  i n  
c o n c o m i t a n t  g a s t r i c  c a r c i n o m a  a n d  a d u l t  T - c e l l  1 e u k e m i a J l y m p h o m a .  A m  J  M e d  2 0 0 3 ;  
1 1 4 :  5 0 9 - 1 0  
D a l i a n i s  T ,  R a m q v i s t  T ,  A n d r e a s s o n  K ,  K e a n  J M ,  G a r c e a  R L .  K I ,  W U  a n d  M e r k e l  c e l l  
p o l y o m a v i r u s e s :  a  n e w  e r a  f o r  h u m a n  p o l y o m a v i r u s  r e s e a r c h .  S e m i n  C a n c e r  B i o l  2 0 0 9 ;  
1 9 :  2 7 0 - 5  
D a n i e l s  R ,  S a d o w i c z  D ,  H e b e r t  D N .  A  v e r y  l a t e  v i r a l  p r o t e i n  t r i g g e r s  t h e  l y t i c  r e l e a s e  o f  
S V 4 0 .  P L o S  P a t h o g  2 0 0 7 ;  3 :  e 9 8  
D a v i d  H ,  M e n d o z a  S ,  K o n i s h i  T ,  M i l l e r  C W .  S i m i a n  v i r u s  4 0  i s  p r e s e n t  i n  h u m a n  
l y m p h o m a s  a n d  n o r m a l  b l o o d .  C a n c e r  L e t t  2 0 0 1 ;  1 6 2 :  5 7 - 6 4  
D i a m a n d o p o u l o s  G T .  I n d u c t i o n  o f  l y r n p h o c y t i c  l e u k e m i a ,  l y m p h o s a r c o m a ,  r e t i c u l u m  c e l l  
s a r c o m a ,  a n d  o s t e o g e n i c  s a r c o m a  i n  t h e  S y r i a n  g o l d e n  h a m s t e r  b y  o n c o g e n i c  D N A  s i m i a n  
v i r u s  4 0 .  J N a t l  C a n c e r  I n s t  1 9 7 3 ;  5 0 :  1 3 4 7 - 6 5  
D i a m a n d o p o u l o s  G T .  L e u k e m i a ,  l y m p h o m a ,  a n d  o s t e o s a r c o m a  i n d u c e d  i n  t h e  S y r i a n  
g o l d e n  h a m s t e r  b y  s i m i a n  v i r u s  4 0 .  S c i e n c e  1 9 7 2 ;  1 7 6 :  1 7 3 - 5  
D o l c e t t i  R ,  M a r t i n i  F ,  Q u a i a  M  e t  a l .  S i m i a n  v i r u s  4 0  s e q u e n c e s  i n  h u m a n  
l y m p h o b l a s t o i d  B - c e l l  l i n e s .  J  V i r o l 2 0 0 3 ;  7 7 :  1 5 9 5 - 7  
E d d y  B E ,  B o r m a n  G S ,  B e r k e l e y  W H ,  Y o u n g  R D .  
T u m o r s  i n d u c e d  i n  h a m s t e r s  b y  
i n j e c t i o n  o f  r h e s u s  m o n k e y  k i d n e y  c e l l  e x t r a c t s .  P r o c  S o c  E x p  B i o l  M e d  1 9 6  1 ;  1 0 7 :  1 9  1  -  
7  
E n g e l s  E A .  I n f e c t i o u s  a g e n t s  a s  c a u s e s  o f  n o n - H o d g k i n  l y m p h o m a .  C a n c e r  E p i d e m i o l  
B i o m a r h z r s  P r e v  2 0 0 7 ;  1 6 :  4 0 1  - 4  
F e n g  H ,  S h u d a  M ,  C h a n g  Y ,  M o o r e  P S .  C l o n a l  i n t e g r a t i o n  o f  a  p o l y o m a v i r u s  i n  h u m a n  
M e r k e l  c e l l  c a r c i n o m a .  S c i e n c e  2 0 0 8 ;  3 1 9 :  1 0 9 6 - 1 0 0  
F i l i p o w i c z  W ,  B h a t t a c h a r y y a  S N ,  S o n e n b e r g  N .  M e c h a n i s m s  o f  p o s t - t r a n s c r i p t i o n a l  
r e g u l a t i o n  b y  m i c r o R N A s :  a r e  t h e  a n s w e r s  i n  s i g h t ?  N u t  R e v  G e n e t  2 0 0 8 ;  9 :  1 0 2 - 1 4  
F l o w J o  b a s i c  t u t o r i a l .  
A v a i l a b l e  o n l i n e  a t :  h t t p : / / o f f s i t e . t r e e s t a r . c o m ~ d o w n l o a d s / B a s i c T u t o r i a l O 7 0 9 w e b . p d f  
F o l e y  G E ,  L a z a r u s  H ,  F a r b e r  S ,  U z m a n  B G ,  B o o n e  B A ,  M c C a r t h y  R E .  C o n t i n u o u s  
c u l t u r e  o f  h u m a n  l y m p h o b l a s t s  f r o m  p e r i p h e r a l  b l o o d  o f  a  c h i l d  w i t h  a c u t e  l e u k e m i a .  
C a n c e r  1 9 6 5 ;  1 8 :  5 2 2 - 9  
G a r c e a  R L ,  I m p e r i a l e  M J .  S i m i a n  v i r u s  4 0  i n f e c t i o n  o f  h u m a n s .  J  V i r o l 2 0 0 3 ;  7 7 :  5 0 3 9 -  
4 5  
G a r d n e r  S D ,  F i e l d  A M ,  C o l e m a n  D V ,  H u l m e  B .  N e w  h u m a n  p a p o v a v i r u s  ( B . K . )  i s o l a t e d  
f r o m  u r i n e  a f t e r  r e n a l  t r a n s p l a n t a t i o n .  L a n c e t  1 9 7  1  ;  1  :  1 2 5 3 - 7  
G a y n o r  A M ,  N i s s e n  M D ,  W h i l e y  D M  e t  a l .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  a  n o v e l  p o l y o m a v i r u s  f r o m  
p a t i e n t s  w i t h  a c u t e  r e s p i r a t o r y  t r a c t  i n f e c t i o n s .  P L o S  P a t h o g  2 0 0 7 ;  3 :  e 6 4  
G o u d s m i t  J ,  W e r t h e i m - v a n  D i l l e n  P ,  v a n  S t r i e n  A ,  v a n  d e r  N o o r d a a  J .  T h e  r o l e  o f  B K  
v i r u s  i n  a c u t e  r e s p i r a t o r y  t r a c t  d i s e a s e  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  B K V  D N A  i n  t o n s i l s .  J  M e d  
V i r o l 1 9 8 2 ;  1 0 :  9 1 - 9  
G r o s s  L .  A  f i l t e r a b l e  a g e n t ,  r e c o v e r e d  f r o m  A k  l e u k e m i c  e x t r a c t s ,  c a u s i n g  s a l i v a r y  g l a n d  
c a r c i n o m a s  i n  C 3 H  m i c e .  P r o c  S o c  E x p  B i o l  M e d  1 9 5 3 ;  8 3 :  4 1 4 - 2 1  
G r u l i c h  A E ,  V a j d i c  C M .  T h e  e p i d e m i o l o g y  o f  n o n - H o d g k i n  l y m p h o m a .  P a t h o l o g y  
2 0 0 5 ;  3 7 :  4 0 9 - 1 9  
H i r s c h  H H ,  K n o w l e s  W ,  D i c k e n m a n n  M  e t  a l .  P r o s p e c t i v e  s t u d y  o f  p o l y o m a v i r u s  t y p e  
B K  r e p l i c a t i o n  a n d  n e p h r o p a t h y  i n  r e n a l - t r a n s p l a n t  r e c i p i e n t s .  N  E n g l  J  M e d  2 0 0 2 ;  3 4 7 :  
4 8 8 - 9 6  
H i r v o n e n  A ,  M a t t s o n  K ,  K a r j a l a i n e n  A  e t  a l .  S i m i a n  v i r u s  4 0  ( S V 4 0 ) - l i k e  D N A  
s e q u e n c e s  n o t  d e t e c t a b l e  i n  f i n n i s h  m e s o t h e l i o m a  p a t i e n t s  n o t  e x p o s e d  t o  S V 4 0 -  
c o n t a m i n a t e d  p o l i o  v a c c i n e s .  M o l  C a r c i n o g  1 9 9 9 ;  2 6 :  9 3 - 9  
I m p e r i a l e  M J .  T h e  h u m a n  p o l y o m a  v i r u s e s :  a n  o v e r v i e w .  I n  H u m a n  P o l y o m a v i r u s e s :  
M o l e c u l a r  a n d  C l i n i c a l  P e r s p e c t i v e .  K h a l i l i  K ,  S t o n e r  G L .  W i l e y - L i s s ,  N e w  Y o r k .  2 0 0 1 :  
5 3 - 7 7  
J a v i e r  R T ,  B u t e l  J S .  T h e  h i s t o r y  o f  t u m o r  v i r o l o g y .  C a n c e r  R e s  2 0 0 8 ;  6 8 :  7 6 9 3 - 7 0 6  
J e n s e n  F ,  K o p r o w s k i  H ,  P a g a n o  J S ,  P o n t e n  J ,  R a v d i n  R G .  A u t o l o g o u s  a n d  h o m o l o g o u s  
i m p l a n t a t i o n  o f  h u m a n  c e l l s  t r a n s f o r m e d  i n  v i t r o  b y  S V 4 0 .  J  N a t l  C a n c e r  I n s t  1 9 6 4 ;  3 2 :  
9 1 7 - 9 3 2  
J i a n g  M ,  A b e n d  J R ,  J o h n s o n  S F ,  I r n p e r i a l e  M J .  T h e  r o l e  o f  p o l y o m a v i r u s e s  i n  h u m a n  
d i s e a s e .  V i r o l o g y  2 0 0 9 ;  3 8 4 :  2 6 6 - 7 3  
K i n d t  T J ,  G o l d s b y  R A ,  O s b o r n e  B A .  E x p e r i m e n t a l  S y s t e m s .  I n  K u b y  I m m u n o l o g y .  
W . H .  F r e e m a n  a n d  C o m p a n y ,  N e w  Y o r k .  2 0 0 7 :  p  5 4 6 - 5 7 4  
K i r s c h s t e i n  R L ,  G e r b e r  P .  E p e n d y m o m a s  p r o d u c e d  a f t e r  i n t r a c e r e b r a l  i n o c u l a t i o n  o f  
S V 4 0  i n t o  n e w - b o r n  h a m s t e r s .  N a t u r e  1 9 6 2 ;  1 9 5 :  2 9 9 - 3 0 0  
K n o w l e s  W A ,  P i p k i n  P ,  A n d r e w s  N  e t  a l .  P o p u l a t i o n - b a s e d  s t u d y  o f  a n t i b o d y  t o  t h e  
h u m a n  p o l y o m a v i r u s e s  B K V  a n d  J C V  a n d  t h e  s i m i a n  p o l y o m a v i r u s  S V 4 0 .  J  M e d  V i r o l  
2 0 0 3 ;  7 1 :  1 1 5 - 2 3  
K r o c z y n s k a  B ,  C u t r o n e  R ,  B o c c h e t t a  M  e t  a l .  
C r o c i d o l i t e  a s b e s t o s  a n d  S V 4 0  a r e  
c o c a r c i n o g e n s  i n  h u m a n  m e s o t h e l i a l  c e l l s  a n d  i n  c a u s i n g  m e s o t h e l i o m a  i n  h a m s t e r s .  P r o c  
N a t l  A c a d  S c i  U S A  2 0 0 6 ;  1 0 3 :  1 4 1 2 8 - 3 3  
K r u r n b h o l z  A ,  B i n i n d a - E m o n d s  O R ,  W u t z l e r  P ,  Z e l l  R .  P h y l o g e n e t i c s ,  e v o l u t i o n ,  a n d  
m e d i c a l  i m p o r t a n c e  o f  p o l y o m a v i r u s e s .  I n f e c t  G e n e t  E v o l 2 0 0 9 ;  9 :  7 8 4 - 9 9  
K u t o k  J L ,  W a n g  F .  S p e c t r u m  o f  E p s t e i n - B a r r  v i r u s - a s s o c i a t e d  d i s e a s e s .  A n n u  R e v P a t h o l  
2 0 0 6 ;  1 :  3 7 5 - 4 0 4  
K w o n g  Y L .  P r e d i c t i n g  t h e  o u t c o m e  i n  n o n - H o d g k i n  l y m p h o m a  w i t h  m o l e c u l a r  m a r k e r s .  
B r  J  H a e m a t o l 2 0 0 7 ;  1 3 7 :  2 7 3 - 8 7  
L e B i e n  T W ,  T e d d e r  T F .  B  l y m p h o c y t e s :  h o w  t h e y  d e v e l o p  a n d  f u n c t i o n .  B l o o d  2 0 0 8 ;  
1 1 2 :  1 5 7 0 - 8 0 .  
L e d n i c k y  J A ,  A r r i n g t o n  A S ,  S t e w a r t  A R  e t  a l .  N a t u r a l  i s o l a t e s  o f  s i m i a n  v i r u s  4 0  f r o m  
i m m u n o c o m p r o m i s e d  m o n k e y s  d i s p l a y  e x t e n s i v e  g e n e t i c  h e t e r o g e n e i t y :  n e w  i m p l i c a t i o n s  
f o r  p o l y o m a v i r u s  d i s e a s e .  J  V i r o l  1 9 9 8 ;  7 2 :  3 9 8 0 - 9 0  
L e d n i c k y  J A ,  B u t e l  J S .  S i m i a n  v i r u s  4 0  r e g u l a t o r y  r e g i o n  s t r u c t u r a l  d i v e r s i t y  a n d  t h e  
a s s o c i a t i o n  o f  v i r a l  a r c h e t y p a l  r e g u l a t o r y  r e g i o n s  w i t h  h u m a n  b r a i n  t u m o r s .  S e m i n  
C a n c e r  B i o l 2 0 0 1 ;  1 1 :  3 9 - 4 7  
L e d n i c k y  J A ,  B u t e l  J S .  T i s s u e  c u l t u r e  a d a p t a t i o n  o f  n a t u r a l  i s o l a t e s  o f  s i m i a n  v i r u s  4 0 :  
c h a n g e s  o c c u r  i n  v i r a l  r e g u l a t o r y  r e g i o n  b u t  n o t  i n  c a r b o x y - t e r m i n a l  d o m a i n  o f  l a r g e  T -  
a n t i g e n .  J  G e n  V i r o l 1 9 9 7 ;  7 8 :  1 6 9 7 - 7 0 5  
L e d n i c k y  J A ,  G a r c e a  R L ,  B e r g s a g e l  D J ,  B u t e l  J S .  N a t u r a l  s i m i a n  v i r u s  4 0  s t r a i n s  a r e  
p r e s e n t  i n  h u m a n  c h o r o i d  p l e x u s  a n d  e p e n d y m o m a  t u m o r s .  V i r o l o g y  1 9 9 . 5 3 ;  2 1 2 :  7 1  0 - 7  
L e d n i c k y  J A ,  S t e w a r t  A R ,  J e n k i n s  J J  3 r d ,  F i n e g o l d  M J ,  B u t e l  J S .  S V 4 0  D N A  i n  h u m a n  
o s t e o s a r c o m a s  s h o w s  s e q u e n c e  v a r i a t i o n  a m o n g  T - a n t i g e n  g e n e s .  I n t  J  C a n c e r  1 9 9 7 ;  7 2 :  
7 9 1 - 8 0 0  
L e d n i c k y  J A ,  W o n g  C ,  B u t e l  J S .  A r t i f i c i a l  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  v i r a l  r e g u l a t o r y  r e g i o n  
i m p r o v e s  t i s s u e  c u l t u r e  g r o w t h  o f  S V 4 0  s t r a i n  7 7 6 .  V i r u s  R e s  1 9 9 5 a ;  3 5 :  1 4 3 - 5 3  
M a c K e n z i e  J ,  W i l s o n  K S ,  P e r r y  J ,  G a l l a g h e r  A ,  J a r r e t t  R F .  A s s o c i a t i o n  b e t w e e n  s i m i a n  
v i r u s  4 0  D N A  a n d  l y m p h o m a  i n  t h e  U n i t e d  k i n g d o m .  J N a t l  C a n c e r  I n s t  2 0 0 3 ;  9 5 :  1 0 0  1  -  
3  
M a c L a c h l a n  D S .  S V 4 0  i n  h u m a n  t u m o r s :  n e w  d o c u m e n t s  s h e d  l i g h t  o n  t h e  a p p a r e n t  
c o n t r o v e r s y .  A n t i c a n c e r  R e s  2 0 0 2 ;  2 2 :  3 4 9 5 - 9  
M a l k i n  D .  S i m i a n  v i r u s  4 0  a n d  n o n - H o d g k i n  l y m p h o m a .  L a n c e t  2 0 0 2 ;  3 5 9 :  8  1 2 - 3 .  
M a r t i n i  F ,  C o r a l l i n i  A ,  B a l a t t i  V ,  S a b b i o n i  S ,  P a n c a l d i  C ,  T o g n o n  M .  S i m i a n  v i r u s  4 0  i n  
h u m a n s .  I n f e c t  A g e n t  C a n c e r  2 0 0 7 ;  2 :  1 3  
M a r t i n i  F ,  D o l c e t t i  R ,  G l o g h i n i  A  e t  a l .  S i m i a n - v i r u s - 4 0  f o o t p r i n t s  i n  h u m a n  
l y m p h o p r o l i f e r a t i v e  d i s o r d e r s  o f  H I V -  a n d  H I V +  p a t i e n t s .  I n t  J  C a n c e r  1 9 9 8 3 ;  7 8 :  6 6 9 -  
7 4  
M a r t i n i  F ,  I a c c h e r i  L ,  L a z z a r i n  L  e t  a l .  S V 4 0  e a r l y  r e g i o n  a n d  l a r g e  T  a n t i g e n  i n  h u m a n  
b r a i n  t u m o r s ,  p e r i p h e r a l  b l o o d  c e l l s ,  a n d  s p e r m  f l u i d s  f r o m  h e a l t h y  i n d i v i d u a l s .  C a n c e r  
R e s  1 9 9 6 ;  5 6 :  4 8 2 0 - 5  
M a r t i n i  F ,  L a z z a r i n  L ,  I a c c h e r i  L  e t  a l .  D i f f e r e n t  s i m i a n  v i r u s  4 0  g e n o m i c  r e g i o n s  a n d  
s e q u e n c e s  h o m o l o g o u s  w i t h  S V 4 0  l a r g e  T  a n t i g e n  i n  D N A  o f  h u m a n  b r a i n  a n d  b o n e  
t u m o r s  a n d  o f  l e u k o c y t e s  f r o m  b l o o d  d o n o r s .  C a n c e r  2 0 0 2 ;  9 4 :  1 0 3 7 - 4 8  
M a r t i n i  F ,  L a z z a r i n  L ,  I a c c h e r i  L ,  C o r a l l i n i  A ,  G e r o s a  M ,  T r a b a n e l l i  C ,  C a l z a  N ,  
B a r b a n t i - B r o d a n o  G ,  T o g n o n  M .  S i m i a n  v i r u s  4 0  f o o t p r i n t s  i n  n o r m a l  h u m a n  t i s s u e s ,  
b r a i n  a n d  b o n e  t u r n o u r s  o f  d i f f e r e n t  h i s t o t y p e s .  D e v  B i o l  S t a n d  1 9 9 8 a ;  9 4 :  5 5 - 6 6  
M a r z i o  R ,  M a u e l  J ,  B e t z - C o r r a d i n  S .  C D 6 9  a n d  r e g u l a t i o n  o f  t h e  i m m u n e  f u n c t i o n .  
I m m u n o p h a r m a c o l  I m m u n o t o x i c o l 1 9 9 9 ;  2 1 :  5 6 5 - 8 2  
M c N e e s  A L ,  V i l c h e z  R A ,  H e a r d  T C  e t  a l .  S V 4 0  l y m p h o m a g e n e s i s  i n  S y r i a n  g o l d e n  
h a m s t e r s .  V i r o l o g y  2 0 0 9 ;  3 8 4 :  1 1 4 - 2 4  
M c N e e s  A L ,  W h i t e  Z S ,  Z a n w a r  P ,  V i l c h e z  R A ,  B u t e l  J S .  S p e c i f i c  a n d  q u a n t i t a t i v e  
d e t e c t i o n  o f  h u m a n  p o l y o m a v i r u s e s  B K V ,  J C V ,  a n d  S V 4 0  b y  r e a l  t i m e  P C R .  J  C l i n  V i r o l  
2 0 0 5 ;  3 4 :  5 2 - 6 2  
M e l n i c k  J L ,  S t i n e b a u g h  S .  E x c r e t i o n  o f  v a c u o l a t i n g  S V - 4 0  v i r u s  ( p a p o v a  v i r u s  g r o u p )  
a f t e r  i n g e s t i o n  a s  a  c o n t a m i n a n t  o f  o r a l  p o l i o v a c c i n e .  P r o c  S o c  E x p  B i o l  M e d  1 9 6 2 ;  1 0 9 :  
9 6 5 - 8  
M e n d o z a  S M ,  K o n i s h i  T ,  M i l l e r  C W .  I n t e g r a t i o n  o f  S V 4 0  i n  h u m a n  o s t e o s a r c o m a  D N A .  
O n c o g e n e  1 9 9 8 ;  1 7 :  2 4 5 7 - 6 2  
M e n e s e s  A ,  L o p e z - T e r r a d a  D ,  Z a n w a r  P  e t  a l .  L y m p h o p r o l i f e r a t i v e  d i s o r d e r s  i n  C o s t a  
R i c a  a n d  s i m i a n  v i r u s  4 0 .  H a e m a t o l o g i c a  2 0 0 5 ;  9 0 :  1 6 3 5 - 4 2  
M e n e z e s  J ,  L e i b o l d  W ,  K l e i n  G ,  C l e m e n t s  G .  E s t a b l i s h m e n t  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a n  
E p s t e i n - B a n  v i r u s  ( E B V ) - n e g a t i v e  l y m p h o b l a s t o i d  c e l l  l i n e  ( B J A - B )  f r o m  a n  e x c e p t i o n a l ,  
E B V - g e n o m e - n e g a t i v e  A f r i c a n  B u r k i t t ' s  l y m p h o m a .  B i o m e d i c i n e  1 9 7 5 ;  2 2 :  2 7 6 - 8 4  
M i n o r  P ,  P i p k i n  P A ,  C u t l e r  K ,  D u n n  G .  N a t u r a l  i n f e c t i o n  a n d  t r a n s m i s s i o n  o f  S V 4 0 .  
V i r o l o g y  2 0 0 3 ;  3 1 4 :  4 0 3 - 9  
M o n a c o  M C ,  A t w o o d  W J ,  G r a v e l 1  M ,  T o r n a t o r e  C S ,  M a j o r  E O .  J C  v i r u s  i n f e c t i o n  o f  
h e m a t o p o i e t i c  p r o g e n i t o r  c e l l s ,  p r i m a r y  B  l y m p h o c y t e s ,  a n d  t o n s i l l a r  s t r o m a l  c e l l s :  
i m p l i c a t i o n s  f o r  v i r a l  l a t e n c y .  J  V i r o l 1 9 9 6 ;  7 0 :  7 0 0 4 -  1 2  
M o r r i s  J A ,  J o h n s o n  K M ,  A u l i s i o  C G ,  C h a n o c k  R M ,  K n i g h t  V .  C l i n i c a l  a n d  s e r o l o g i c  
r e s p o n s e s  i n  v o l u n t e e r s  g i v e n  v a c u o l a t i n g  v i r u s  ( S V - 4 0 )  b y  r e s p i r a t o r y  r o u t e .  P r o c  S o c  
E x p  B i o l  M e d  1 9 6 1 ;  1 0 8 :  5 6 - 9  
N a k a t s u k a  S ,  L i u  A ,  D o n g  Z  e t  a l .  S i m i a n  v i r u s  4 0  s e q u e n c e s  i n  m a l i g n a n t  l y m p h o m a s  i n  
J a p a n .  C a n c e r  R e s  2 0 0 3 ;  6 3 :  7 6 0 6 - 8  
N e w m a n  J S ,  B a s k i n  G B ,  F r i s q u e  R J .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  S V 4 0  i n  b r a i n ,  k i d n e y  a n d  u r i n e  o f  
h e a l t h y  a n d  S I V - i n f e c t e d  r h e s u s  m o n k e y s .  J  N e u r o v i r o l 1 9 9 8 ;  4 :  3 9 4 - 4 0 6  
N o r k i n  L C .  S i m i a n  v i r u s  4 0  i n f e c t i o n  v i a  M H C  c l a s s  I  m o l e c u l e s  a n d  c a v e o l a e .  I m m u n o l  
R e v  1 9 9 9 ;  1 6 8 :  1 3 - 2 2  
P a d g e t t  B L ,  W a l k e r  D L ,  Z u R h e i n  G M ,  E c k r o a d e  R J ,  D e s s e l  B H .  C u l t i v a t i o n  o f  p a p o v a -  
l i k e  v i r u s  f r o m  h u m a n  b r a i n  w i t h  p r o g r e s s i v e  m u l t i f o c a l  l e u c o e n c e p h a l o p a t h y .  L a n c e t  
1 9 7 1 ;  1 :  1 2 5 7 - 6 0  
P a t e l  N C ,  H a l v o r s o n  S J ,  S r o l l e r  V  e t  a l .  
V i r a l  r e g u l a t o r y  r e g i o n  e f f e c t s  o n  v e r t i c a l  
t r a n s m i s s i o n  o f  p o l y o m a v i r u s  S V 4 0  i n  h a m s t e r s .  V i r o l o g y  2 0 0 9 ;  3 8 6 :  9 4 -  1 0 1  
P a t e l  N C ,  V i l c h e z  R A Y  K i l l e n  D E  e t  a l .  D e t e c t i o n  o f  p o l y o m a v i r u s  S V 4 0  i n  t o n s i l s  f r o m  
i r n r n u n o c o m p e t e n t  c h i l d r e n .  J  C l i n  V i r o l 2 0 0 8 ;  4 3 :  6 6 - 7 2  
P a t h 0 1  2 0 0 6 ;  1 :  3 7 5 - 4 0 4 .  
P o u l i n  D L ,  D e C a p r i o  J A .  I s  t h e r e  a  r o l e  f o r  S V 4 0  i n  h u m a n  c a n c e r ?  J  C l i n  O n c o l 2 0 0 6 ;  
2 4 :  4 3 5 6 - 6 5  
R a n d h a w a  P S ,  D e m e t r i s  A J .  N e p h r o p a t h y  d u e  t o  p o l y o m a v i r u s  t y p e  B K .  N  E n g l  J  M e d  
2 0 0 0 ;  3 4 2 :  1 3 6 1 - 3  
R i z z o  P ,  B o c c h e t t a  M ,  P o w e r s  A  e t  a l .  S V 4 0  a n d  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  m e s o t h e l i o m a .  
S e m i n  C a n c e r  B i o l 2 0 0 1 ;  1 1 :  6 3 - 7 1 .  
R o b b  J A Y  H u e b n e r  K .  E f f e c t  o f  c e l l  c h r o m o s o m e  n u m b e r  o n  s i m i a n  v i r u s  4 0  r e p l i c a t i o n .  
E x p  C e l l  R e s  1 9 7 3 ;  8 1 :  1 2 0 - 6  
S h e n z - R o b l e s  M T ,  S u l l i v a n  C S ,  P i p a s  J M .  T r a n s f o r m i n g  f u n c t i o n s  o f  S i m i a n  V i r u s  4 0 .  
O n c o g e n e  2 0 0 1  ;  2 0 :  7 8 9 9 - 9 0 7  
S a n c h o  D ,  G b m e z  M ,  S h c h e z - M a d r i d  F .  C D 6 9  i s  a n  i r n r n u n o r e g u l a t o r y  m o l e c u l e  
i n d u c e d  f o l l o w i n g  a c t i v a t i o n .  T r e n d s  I m m u n o 1 2 0 0 5 ;  2 6 :  1 3 6 - 4 0  
S a r n o w  P ,  J o p l i n g  C L ,  N o r m a n  K L ,  S c h i i t z  S ,  W e h n e r  K A .  M i c r o R N A s :  e x p r e s s i o n ,  
a v o i d a n c e  a n d  s u b v e r s i o n  b y  v e r t e b r a t e  v i r u s e s .  N a t  R e v  M i c r o b i o l 2 0 0 6 ;  4 :  6 5 1 - 9  
S c h e i n  H M ,  E n d e r s ,  J F .  T r a n s f o r m a t i o n  i n d u c e d  b y  s i m i a n  v i r u s  4 0  i n  h u m a n  r e n a l  c e l l  
c u l t u r e s .  I .  M o r p h o l o g y  a n d  g r o w t h  c h a r a c t e r i s t i c s .  P r o c  N a t l  A c a d  S c i  USA 1 9 6 2 ;  4 8 :  
1  1 6 4 - 7 2  
S c h i i l e r  F ,  D o l k e n  S C ,  H i r t  C  e t  a l .  N o  e v i d e n c e  f o r  s i m i a n  v i r u s  4 0  D N A  s e q u e n c e s  i n  
m a l i g n a n t  n o n - H o d g k i n  l y m p h o m a s .  I n t  J  C a n c e r  2 0 0 6 ;  1 1 8 :  4 9 8 - 5 0 4  
S h a h  K V .  S V 4 0  a n d  h u m a n  c a n c e r :  a  r e v i e w  o f  r e c e n t  d a t a .  I n t  J  C a n c e r  2 0 0 7 ;  1 2 0 :  
2 1  5 - 2 3  
S h a i k h  S ,  S k o c z y l a s  C ,  L o n g n e c k e r  R ,  R u n d e l l  K .  I n a b i l i t y  o f  s i m i a n  v i r u s  4 0  t o  
e s t a b l i s h  p r o d u c t i v e  i n f e c t i o n  o f  l y m p h o b l a s t i c  c e l l  l i n e s .  J  V i r o l 2 0 0 4 ;  7 8 :  4 9 1  7 - 2 0  
S h i v a p u r k a r  N ,  H a r a d a  K ,  R e d d y  J  e t  a l .  P r e s e n c e  o f  s i m i a n  v i r u s  4 0  D N A  s e q u e n c e s  i n  
h u m a n  l y m p h o m a s .  L a n c e t  2 0 0 2 ;  3 5 9 :  8 5  1 - 2  
S h i v a p u r k a r  N ,  T a k a h a s h i  T ,  R e d d y  J  e t  a l .  P r e s e n c e  o f  s i m i a n  v i r u s  4 0  D N A  s e q u e n c e s  
i n  h u m a n  l y m p h o i d  a n d  h e m a t o p o i e t i c  m a l i g n a n c i e s  a n d  t h e i r  r e l a t i o n s h i p  t o  a b e r r a n t  
p r o m o t e r  m e t h y l a t i o n  o f  m u l t i p l e  g e n e s .  C a n c e r  R e s  2 0 0 4 ;  6 4 :  3 7 5 7 - 6 0  
S h i v a p u r k a r  N ,  W i e t h e g e  T ,  W i s t u b a  I 1  e t  a l .  P r e s e n c e  o f  s i m i a n  v i r u s  4 0  s e q u e n c e s  i n  
m a l i g n a n t  m e s o t h e l i o m a s  a n d  m e s o t h e l i a l  c e l l  p r o l i f e r a t i o n s .  J  C e l l  B i o c h e m  1 9 9 9 ;  7 6 :  
1 8 1 - 8  
S r o l l e r  V ,  V i l c h e z  R A ,  S t e w a r t  A R ,  W o n g  C ,  B u t e l  J S .  I n f l u e n c e  o f  t h e  v i r a l  r e g u l a t o r y  
r e g i o n  o n  t u m o r  i n d u c t i o n  b y  s i m i a n  v i r u s  4 0  i n  h a m s t e r s .  J  V i r o l 2 0 0 8 ;  8 2 :  8 7 1 - 9  
S t a u d t  L M ,  W i l s o n  W H .  F o c u s  o n  l y m p h o m a s .  C a n c e r  C e l l  2 0 0 2 ;  2 :  3 6 3 - 6  
S t e w a r t  A R ,  L e d n i c l q  J A ,  B u t e l  J S .  S e q u e n c e  a n a l y s e s  o f  h u m a n  t u m o r - a s s o c i a t e d  S V 4 0  
D N A s  a n d  S V 4 0  v i r a l  i s o l a t e s  f r o m  m o n k e y s  a n d  h u m a n s .  J  N e u r o v i r o l  1 9 9 8 ;  4 :  1 8 2 - 9 3  
S t e w a r t  S E ,  E d d y  B E ,  B o r g e s e  N .  N e o p l a s m s  i n  m i c e  i n o c u l a t e d  w i t h  a  t u m o r  a g e n t  
c a r r i e d  i n  t i s s u e  c u l t u r e .  J N a t l  C a n c e r  I n s t  1 9 5 8 ;  2 0 :  1 2 2 3 - 4 3  
S t r a t t o n  K ,  A l m a r i o  D A ,  M c C o r m i c k  M C .  I m m u n i z a t i o n  s a f e t y  r e v i e w :  S V 4 0  
c o n t a m i n a t i o n  o f  p o l i o  v a c c i n e  a n d  c a n c e r .  T h e  N a t i o n a l  A c a d e m i e s  P r e s s ,  W a s h i n g t o n ,  
D . C . ,  2 0 0 2 .  D o w n l o a d e d  f r o m :  h t t p : / / w w w . n a p . e d u ~ c a t a l o g / 1 0 5 3 4 . h t m l  
S t r i c k l e r  H D ;  I n t e r n a t i o n a l  S V 4 0  W o r k i n g  G r o u p .  A  m u l t i c e n t e r  e v a l u a t i o n  o f  a s s a y s  f o r  
d e t e c t i o n  o f  S V 4 0  D N A  a n d  r e s u l t s  i n  m a s k e d  m e s o t h e l i o m a  s p e c i m e n s .  C a n c e r  
E p i d e m i o l  B i o m a r k e r s  P r e v  2 0 0 1 ;  1 0 :  5 2 3 - 3 2  
S u i  L F ,  W i l l i a m s o n  J ,  L o w e n t h a l  R M ,  P a r k e r  A J .  A b s e n c e  o f  s i m i a n  v i r u s  4 0  ( S V 4 0 )  
D N A  i n  l y m p h o m a  s a m p l e s  f r o m  T a s m a n i a ,  A u s t r a l i a .  P a t h o l o g y  2 0 0 5 ;  3 7 :  1 5 7 - 9  
S u l l i v a n  C S ,  G r u n d h o f f  A T ,  T e v e t h i a  S ,  P i p a s  J M ,  G a n e m  D .  S V 4 0 - e n c o d e d  
m i c r o R N A s  r e g u l a t e  v i r a l  g e n e  e x p r e s s i o n  a n d  r e d u c e  s u s c e p t i b i l i t y  t o  c y t o t o x i c  T  c e l l s .  
N a t u r e  2 0 0 5 ;  4 3 5 :  6 8 2 - 6  
S u l l i v a n  C S .  
N e w  r o l e s  f o r  l a r g e  a n d  s m a l l  v i r a l  R N A s  i n  e v a d i n g  h o s t  d e f e n c e s .  N a t  
R e v  G e n e t  2 0 0 8 ;  9 :  5 0 3 - 7  
S w a m i n a t h a n  S .  N o n c o d i n g  R N A s  p r o d u c e d  b y  o n c o g e n i c  h u m a n  h e r p e s v i r u s e s .  J  C e l l  
P h y s i o l 2 0 0 8 ;  2 1 6 :  3 2 1 - 6  
S w e e t  B H  a n d  H i l l e m a n  M R .  
T h e  v a c u o l a t i n g  v i r u s ,  S . V .  4 0 .  P r o c  S o c  E x p  B i o l  M e d  
1 9 6 0 ;  1 0 5 :  4 2 0 - 7 .  
T h o r l e y - L a w s o n  D A ,  A l l d a y  M J .  T h e  c u r i o u s  c a s e  o f  t h e  t u m o u r  v i r u s :  5 0  y e a r s  o f  
B u r k i t t ' s  l y m p h o m a .  N a t  R e v  M i c r o b i o l  2 0 0 8 ;  6 :  9 1 3 - 2 4  
T o r t o r e l l a  D ,  G e w u r z  B E ,  F u r r n a n  M H ,  S c h u s t  D J ,  P l o e g h  H L .  V i r a l  s u b v e r s i o n  o f  t h e  
i m m u n e  s y s t e m .  A n n u  R e v  I m m u n o l 2 0 0 0 ;  1 8 :  8 6 1 - 9 2 6  
V i l c h e z  R A ,  B r a y t o n  C F ,  W o n g  C  e t  a l .  D i f f e r e n t i a l  a b i l i t y  o f  t w o  s i m i a n  v i r u s  4 0  s t r a i n s  
t o  i n d u c e  m a l i g n a n c i e s  i n  w e a n l i n g  h a m s t e r s .  V i r o l o g y  2 0 0 4 ;  3 3 0 :  1 6 8 - 7 7  
Z e k r i  A R ,  M o h a m e d  W ,  B a h n a s s y  A  e t  a l .  D e t e c t i o n  o f  s i m i a n  v i r u s  4 0  D N A  s e q u e n c e s  
i n  E g y p t i a n  p a t i e n t s  w i t h  d i f f e r e n t  h e m a t o l o g i c a l  m a l i g n a n c i e s .  L e u k  L y m p h o m a  2 0 0 7 ;  
4 8 :  1 8 2 8 - 3 4  
Z h e n  H N ,  Z h g  X ,  B u  X Y  e t  a l .  E x p r e s s i o n  o f  t h e  s i m i a n  v i r u s  4 0  l a r g e  t u m o r  a n t i g e n  
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a s  p o s s i b l e  h u m a n  c a r c i n o g e n s .  I a t  J C u n c e r  2 0 0 8 ;  1 2 3 :  2 4 7 - 5 0  
A p p e n d i x  I :  C D 6 9  e x p r e s s i o n  o n  S V 4 0 - i n f e c t e d  B J A B  c e l l  
l i n e  
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AI.l: CD69 expression on SV40-infected BJAB cell line at 4 d.p.i. Flow cytometric analysis of CD69 expression on BJAB cells at 4 days post infection (d.p.i.) 
showing (a) overlayed histograms of (b) uninfected mock and cells infected with (c) SV40 776-lE, (d) SV40 776-2E and (e) SV40 776-2E-SM. 
9.5% upregulation of CD69 
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2.42% upregulation of CD69 
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AI.2: CD69 expression on SV40-infected BJAB cell line at 6 d.p.i. Flow cytometric analysis of CD69 expression on BJAB cell line at 6 days post infection (d.p.i.) 
showing (a) overlayed histograms of (b) uninfected mock and cells infected with (c) SV40 776-lE, (d) SV40 776-2E and (e) SV40 776-2E-SM. 
AI.3: CD69 expression on SV40-infected BJAB cell line at 8 d.p.i. Flow cytometric analysis of CD69 expression on BJAB cell line at 8 days post infection (d.p.i.) 
showing (a) overlayed histograms of (b) uninfected mock and cells infected with (c) SV40 776-lE, (d) SV40 776-2E and (e)  SV40 776-2E-SM. 
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AI.4: CD69 expression on SV40-infected BJAB cell line at 10 d.p.i. Flow cytometric analysis of CD69 expression on BJAB cell line at 10 days post infection 
(d.p.i.) showing (a) overlayed histograms of @) uninfected mock and cells infected with (c) SV40 776-lE, (d) SV40 776-2E and (e) SV40 776-2E-SM. 
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7 . 0  P u b l i c a t i o n s  
A  p o s t e r  p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  f i n d i n g s  o f  t h i s  p r o j e c t  w a s  p r e s e n t e d  a t  t h e  G e n e t i c  
I n s t a b i l i t y  a n d  C a n c e r  S y m p o s i u m ,  D a n  L .  D u n c a n  C a n c e r  C e n t e r  a t  B a y l o r  C o l l e g e  o f  
M e d i c i n e ,  H o u s t o n ,  T e x a s ,  i n  A p r i l  2 0 0 9 .  
